Präklinische Untersuchungen der renoprotektiven Wirksamkeit nierenspezifischer Wirkstoff-Konjugate.



























































































eases,	 it’s	 especially	 successful	 for	 the	 treatment	 of	 testicular	 cancer.	However,	 the	 application	 of	
cisplatin	 is	 limited	by	its	strong	nephrotoxic	side	effects.	This	has	a	substantial	 impact	on	the	treat-
ment	success.	So	far,	conventional	supportive	measures	remain	unsatisfied,	 in	particular	when	high	










induced	 nephrotoxicity	 in	 various	 publications.	 Consequently,	 these	 compounds	were	 selected	 for	
conjugation	 to	 the	 kidney-specific	 carrier.	 Depending	 on	 their	 functional	 groups,	 different	 linker	
strategies	were	used.	Amide,	ester	and	carbamate	linkages	showed	sufficient	stability	in	plasma.	The	
pharmacokinetic	 properties	 of	 the	 conjugates	were	 estimated	 in	 vivo	 with	 radiolabeled	 drugs	 and	
sintigraphic	distribution	studies	revealed	their	exclusive	kidney-specific	accumulation.	




acid	 conjugate	 treated	 group	 showed	 an	 up	 to	 43%	 increased	 platinum	 content	 in	 the	 kidneys.	 In	
vitro	experiments	 revealed	 that	 under	 physiological	 conditions	 a	 trapping	 of	 cisplatin	 by	 the	 lipoic	
acid	conjugate	via	its	thiol	groups	occurs.	This	led	to	an	increased	renal	uptake	of	cisplatin,	probably	
promoted	by	simultaneous	administration	of	cisplatin	and	lipoic	acid	conjugate.	
The	high	variances	within	all	animal	groups	 receiving	cisplatin	 led	 to	statistically	non-significant	 re-
sults.	However,	 in	comparison	to	the	untreated	groups,	all	 treated	animals	showed	generally	 lower	
mean	values	in	all	parameters	considered.	Surprisingly,	the	unloaded	carrier	(KKEEE)3K-NH2	also	had	a	
protective	effect	on	kidney	function,	together	with	low	kidney	platinum	concentrations.	In	general,	a	
correlation	 between	 platinum	 concentration	 and	 kidney	 deterioration	was	 identified	 in	 all	 groups,	
but	no	antioxidative	efficacy	to	protect	the	kidneys	could	be	observed.	The	animals	showed	strong	












lung	unterschiedlicher	 solider	Tumore.	Bei	der	Therapie	von	Hodenkrebs	 führt	es	 zu	Heilungsraten	
von	über	90	%	und	sogar	nahezu	100	%	im	frühen	Stadium.	Die	starke	nephrotoxische	Wirkung	Cis-
platins	ist	jedoch	der	dosislimitierende	Faktor	und	hat	damit	Einfluss	auf	den	Behandlungserfolg	der	
Chemotherapie.	 Konventionelle	 Supportivmaßnahmen	 zur	 Senkung	 der	 Nephrotoxizität	 Cisplatins	
sind	 bis	 dato	 unbefriedigend.	Dies	 ist	 insbesondere	 bei	 der	 Verwendung	 höherer	Dosen	 sowie	 bei	
kumulativer	Gabe	des	Zytostatikums	der	Fall.	Zahlreiche	präklinische	Studien	konnten	bereits	vielver-
sprechende	 renoprotektive	 Ergebnisse	 mit	 unterschiedlichen	 Wirkstoffen	 und	 Strategien	 erzielen.	
Jedoch	bestehen	Bedenken	darüber,	dass	die	Wirkstoffe	durch	ihre	systemische	Verteilung	im	Orga-

















Weder	die	 freien	Wirkstoffe,	noch	die	Konjugate	konnten	 in	dem	verwendeten	Tiermodell,	 im	Ver-











delten	 Gruppe	 in	 allen	 ermittelten	 Parametern.	 Überraschenderweise	 wies	 der	 freie	 Carrier	
(KKEEE)3K-NH2	 einen	 protektiven	 Effekt	 der	 Nierenfunktionsparameter	 auf	 und	 zeigte	 gleichzeitig	
einen	Einfluss	auf	die	Cisplatin-Exkretion,	da	vergleichsweise	niedrige	Platinkonzentrationen	 in	den	
Nieren	 gemessen	 wurden.	 Grundsätzlich	 ist	 eine	 Korrelation	 zwischen	 der	 Cisplatin-Exkretion	 und	
den	Nierenfunktionsparametern	 in	 allen	Gruppen	 zu	 erkennen.	 Ein	 signifikanter	 nephroprotektiver	
Effekt,	der	den	antioxidativen	Eigenschaften	der	Wirkstoffe	 zugeschrieben	werden	kann,	wurde	 im	
Rahmen	dieser	Arbeit	nicht	festgestellt.	
Da	die	Tiere	unterschiedlich	 stark	auf	die	Cisplatingabe	 reagierten,	 sollten	 in	Zukunft	 größere	Tier-
zahlen	 pro	 Gruppe	 verwendet	 werden,	 um	 die	 Varianzen	 zu	 senken	 und	 damit	 aussagekräftigere	
Ergebnisse	zu	generieren.	Schlussfolgernd	kann	zusammengefasst	werden,	dass	Liponsäure	bei	syste-
mischer	 Gabe	 tendenziell	 Cisplatin	 binden	 und	 somit	 die	 Effektivität	 des	 Zytostatikums	 reduzieren	
kann.	Das	nierenspezifische	Wirkstoff-Targeting	mit	Hilfe	des	Carriers	(KKEEE)3K-NH2	stellt	nach	wie	
vor	eine	attraktive	Methode	dar,	um	die	Effektivität	der	protektiven	Wirkung	zu	erhöhen	und	Neben-
wirkungen	der	 systemischen	Gabe	von	Wirkstoffen	 zu	 verhindern.	 Es	 eröffnet	dabei	neue	Behand-














































































































































































































































































































den	 vergangen	 zehn	 Jahren	 ist	 insbesondere	 in	 den	 Industrieländern	 ein	 Anstieg	 der	 nephropathi-
schen	 Erkrankungen	 zu	 verzeichnen	 [2-4].	 Übergewicht	 und	 Fettleibigkeit	 führen	 zu	 erhöhten	 Inzi-
denzen	 von	 Diabetes	 und	 kardiovaskulären	 Erkrankungen,	 die	 gleichzeitig	 einen	 Anstieg	 der	 CKD-
Inzidenzen	mit	 sich	 bringen	 [5-7].	 Zuletzt	 führt	 der	 demographische	Wandel	mit	 einem	deutlichen	
Anstieg	des	Durchschnittsalters	der	Bevölkerung	ebenso	zu	einer	Erhöhung	der	CKD-Inzidenz.	Aktuel-
le	Behandlungsmethoden	bewirken	lediglich	eine	Verzögerung	in	der	Progression	der	CKD	[8].	Lang-
zeitbehandlungen	 dieser	 chronischen	 Nierenerkrankungen	 bringen	 schwerwiegende	 Nebenwirkun-
gen	 mit	 sich.	 Gleichzeitig	 scheiterten	 vielversprechende	 Wirkstoffkandidaten	 während	 klinischen	
Phasen	aufgrund	von	Sicherheitsbedenken	und	mangelnder	Wirksamkeit,	wie	zum	Beispiel	Bardoxo-
lone-Methyl	 [9,	 10]	 und	 Paracalcitol	 [11,	 12]	 für	 CKD,	 Avosentan	 für	 die	 Behandlung	 diabetischer	
Nephropathie	 [13],	 Sirolimus	 und	 Everolimus	 bei	 autosomal	 dominanter	 polyzystischer	 Nierener-
krankung	(ADPKD)	[14,	15].	Ein	gezielter	Wirkstofftransport	 in	die	Nieren	(renales	Targeting)	würde	
die	Effektivität	der	Wirkstoffe	erhöhen,	systemische	Nebenwirkungen	senken	und	somit	neue	Thera-
























winden	 und	 verbleiben	 im	 Körper	 [18].	 Weitere	 Eigenschaften	 wie	 Flexibilität,	 Hydratation	 sowie	












resorption	 von	Wasser.	Anschließend	 folgt	 der	 distale	 Tubulus,	welcher	 für	 die	 Feineinstellung	der	




rierung	 des	 Primärharns	 zu	 hohen	 Belastungen	mit	 toxischen,	 harnpflichtigen	 Stoffen,	 die	 Nieren-
schäden	 über	 unterschiedliche	 Mechanismen	 verursachen	 können.	 Der	 proximale	 Tubulus	 spielt	
durch	seine	Funktion	dabei	eine	bedeutende	Rolle	 in	der	Ätiologie	vieler	Nierenerkrankungen	 [21].	
Ein	Wirkstoff-Targeting	zu	den	proximalen	Tubuluszellen	könnte	aktuelle	Behandlungstherapien	von	









Unterschiedliche	 Carriersysteme,	 die	 einen	 spezifischen	 Transport	 in	 die	 proximalen	 Tubuluszellen	
erzielen	wurden	bereits	beschrieben	(Abbildung	2).	Makromolekulare	Carrier	mit	molekularen	Mas-
sen	<	30	kDa	bieten	 für	das	Drug	Targeting	 gleich	mehrere	Vorteile	 [21].	 Zum	einen	überwiegt	die	
molekulare	Masse	der	Carrier	meist	denen	des	konjugierten	Wirkstoffs,	sodass	die	pharmakokineti-
schen	 Eigenschaften	 der	 Carrier	 denen	 des	 Wirkstoffs	 überwiegen.	 Niedermolekulare	 Proteine	
(LMWP,	low	molecular	weight	proteins)	werden	zum	Beispiel	schnell	aus	der	systemischen	Zirkulation	
























ren	weisen	 Peptide	 im	Vergleich	 zu	 Proteinen	hohe	 thermische	 und	hydrolytische	 Stabilitäten	 auf,	
zeigen	bessere	Lagerstabilitäten	und	eine	geringere	Immunogenität	[30].		
In	vorhergehenden	Arbeiten	konnte	gezeigt	werden,	dass	viele	Peptide	unterschiedlicher	Beladungen	










ANTPCGPYTHDCPVKR-NH2,	 das	 neben	 seiner	 Tumorspezifität	 auch	 eine	 hohe	 Nierenspezifität	 auf-
weist	 [32].	Und	zum	anderen	der	hochselektive	nierenspezifische	Carrier	 (KKEEE)3K-NH2	 (1),	der	be-
reits	unterschiedliche	Wirkstoffe	erfolgreich	in	die	Nieren	transportierte	und	durch	seine	hohe	Bela-































Organverteilungsstudien	 von	 (KKEEE)3K-NH2	 (1)	mit	 Radiomarkierungen	 am	C-Terminus	weisen	 da-
rauf	 hin,	 dass	 ein	 Abbau	 des	 Peptides	 vom	C-	 zum	N-Terminus	 stattfindet,	 da	 das	 am	C-Terminus	


















als	 das	 N-Terminal	 markierte	 Peptid	 99mTc-MAG3(KKEEE)3K	 (nicht	 veröffentlichte	 Daten,	 Alexa	
Schieck).		










Für	 die	 Aufnahme	 über	 die	 apikale	 Seite	 der	 Tubuluszellen	muss	 der	 Carrier	 zunächst	 glomerulär	
gefiltert	werden.	 Es	 handelt	 sich	 dabei	 um	eine	 konzentrationsunabhängige,	 größen-	 und	 ladungs-
abhängige	 Filtration	durch	unterschiedliche	Barrieren.	Dazu	 gehört	 die	 glomeruläre	 Endothelwand,	




39].	 Das	 dritte	 Filtrationselement	 sind	 die	 Filtrationsschlitze	 der	 anliegenden	 Podozyten,	 die	 ein	
stabiles	 Netzwerk	 der	 glomerulären	 Grundmembran	 bilden.	 Unter	 normalen	 physiologischen	 Um-


















[42].	 Da	 die	 Fenestrierungen	 der	 Endothelmembran	 negativ	 geladene	 Heparinsulfate	 beinhaltet,	
werden	 positiv	 geladene	Makromoleküle	 und	 Partikel	 einfacher	 transportiert	 als	 negativ	 geladene	
Carrier	 [45].	Nach	der	 Penetration	der	 Endothelzellen	befinden	 sich	 die	Moleküle	 im	 tubulären	 In-
terstitium,	 wo	 Fibroblasten	 und	 dendritische	 Zellen	 lokalisiert	 sind,	 umgeben	 von	 extrazellulärer	
Matrix	aus	Glykoproteinen,	Proteoglykanen,	Fibrillen	und	interstitieller	Flüssigkeit	[46].	
Die	proximalen	Tubuluszellen	besitzen	eine	Reihe	von	Rezeptoren	und	Transportern,	die	für	die	Re-
sorption	 von	 Peptiden	 verantwortlich	 sind	 [42].	 Für	 den	 Einsatz	 von	 Peptiden	 als	Wirkstoff-Carrier	
sind	 die	 meisten	 aktiven	 Transporter	 der	 proximalen	 Tubuluszellen	 jedoch	 ungeeignet,	 da	 diese	
gleichzeitig	 in	 anderen	Geweben	exprimiert	werden,	 sodass	 ein	 spezifisches	Targeting	 nur	 bedingt	
möglich	 ist.	Oder	 für	die	Aufnahme	kleinerer	endogener	 Substanzen	 verantwortlich	 sind,	die	 keine	
Substratspezifität	 gegenüber	 größeren	Molekülen	wie	 Peptiden	 aufweisen.	 Die	 durch	Membranre-


















terschiedlichen	 Liganden	 [47,	 48].	 Cubilin	 dagegen	weist	 eine	 einfachere	 Struktur	 auf.	 Nur	wenige	
spezifische	Liganden	konnten	für	diesen	Rezeptor	identifiziert	werden.	
Die	 rezeptorvermittelte	 Endozytose	beginnt	mit	 einer	 Internalisierung	des	Konjugates	mit	dem	Re-
zeptor,	 sodass	es	 zur	Ausbildung	eines	Clathrin-beschichteten	Vesikels	 kommt.	Über	dieses	Vesikel	
wird	der	Konjugat-Rezeptor-Komplex	als	Endosom	 in	das	Zytoplasma	der	Zelle	 transportiert.	Durch	
spezielle	Protonenpumpen	sinkt	der	pH-Wert	im	Endosom,	sodass	sich	die	gebundenen	Moleküle	der	






















kung	 entfalten,	 metabolisiert	 werden	 oder	 zu	 den	 jeweiligen	 Zellkompartimenten	 (Zellkern,	Mito-













physiologische	 Funktionen.	 Viele	 katalytische	 Enzyme,	 einige	 Hormone	 und	 Neurotransmitter	 aus	
Aminosäuren	 aufgebaut	 (z.	 B.	 Insulin,	 Somatostatin,	 Endorphin,	 Oxytocin,	 Secretin).	 Während	 die	
Biosynthese	 komplexer	 Proteine	 und	 Peptide	 in	 vivo	 nur	 wenige	 Sekunden	 oder	 Minuten	 bean-
sprucht,	 ist	 die	 chemische	 Laborsynthese	 in	 Lösung	 sehr	 ineffizient.	 Die	 erste	 chemische	 Synthese	
von	 Insulin	 in	den	 frühen	1960er	 Jahren	benötigte	beispielsweise	zwei	 Jahre	 [51].	Heute	 jedoch	 ist	





Robert	 Bruce	Merrifield	 im	 Jahre	 1963	 entwickelt	 und	war	 aufgrund	 vieler	Vorteile	 gegenüber	 der	
Synthese	in	Lösung	ein	Durchbruch	in	der	Peptidchemie.	Dabei	wird	das	Peptid	schrittweise	an	einem	
unlöslichen	 Träger	 (Harz)	 vom	 C-	 zum	N-Terminus	 aufgebaut	 (Abbildung	 7).	 Sowohl	 die	 α-Amino-
funktion	 als	 auch	die	 funktionelle	Gruppen	der	 Seitenketten	müssen	dabei	mit	 geeigneten	 Schutz-
gruppen	 geschützt	 werden,	 um	 Nebenreaktionen	 zu	 verhindern.	 Zum	 Schutz	 der	 Aminofunktion	
dient	 entweder	 die	 basenlabile	 Fluorenyl-9-methyloxycarbonyl-Schutzgruppe	 (Fmoc/tBu-Strategie)	
oder	 die	 säurelabile	 Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe	 (Boc/Bzl-Strategie).	 Nach	 Entschützung	 der	
ersten	 polymergebundenen	 Aminosäure	wird	 die	 nächste	N-geschützte	 Aminosäure	 entweder	
voraktiviert	 oder	 unter	 Verwendung	 von	 verschiedenen	 Kupplungsreagenzien	 zugegeben.	 Die	
wichtigsten	Reagenzien	 zur	Aktivierung	mit	Carbodiimiden	 sind	N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid	 (DCC)	











essigsäure	 (TFA)	 abgespalten.	 Die	 Schutzgruppen	 der	 Seitenketten	werden	meist	 simultan	mit	 der	
Abspaltung	 des	 Peptids	 vom	 Harz	 entfernt.	 Hierbei	 wird	 für	 die	 Fmoc/tBu-Strategie	 TFA,	 für	 die	














diert	handelt	es	 sich	bei	einem	Harz	also	nicht	um	eine	statische	 feste	Matrix,	 sondern	um	ein	gut	
solvatisiertes	 Gel	 mit	 mobilen	 polymeren	 Ketten	 [51].	 Bei	 hydrophileren	 Peptiden,	 bei	 denen	 die	
physikalischen	Eigenschaften	 stark	 von	denen	des	Polymers	 abweichen,	 eignen	 sich	Polystyrol-	 Po-
lyethylenglycol	(PS-PEG)-basierte	Harze	besser	für	die	Peptidsynthese.	
	
Die	 Einführung	 von	Verbindungsgruppen	 (Linker)	 an	 einen	polymeren	 Träger	 ist	 Voraussetzung	 für	








Drug	 Targeting	 bedingt	 die	 Verwendung	 biologischer	 Vektoren	 (Carrier),	 die	 als	 Transportsystem	






Verknüpfungsstellen	 spezielle	 Eigenschaften	 bezüglich	 ihrer	 Stabilität	 vorweisen.	 Insbesondere	 die	
Wirkstoff-Linker-Verknüpfung	 bedingt	 besondere	 Aufmerksamkeit.	 So	 muss	 eine	 gewisse	 Labili-
tät/Spaltbarkeit	gegeben	sein,	damit	der	Wirkstoff	nach	Erreichen	des	Zielgewebes	frei	in	seiner	akti-


























Verknüpfungsstrategien.	 Da	 Peptide	 eine	 hohe	 Stabilität	 gegenüber	 unterschiedlichen	 Synthesebe-
dingungen	wie	pH-Wert-Einwirkungen,	Temperatur,	Katalysatoren	und	Sauerstoff	aufweisen,	sollten	
sich	 die	 Synthesestrategie	 nach	 den	 Eigenschaften	 des	Wirkstoffs	 orientieren.	Die	 Konjugation	 des	
Wirkstoffs	 kann	 dabei	 direkt	 an	 das	 Peptid	 oder	 über	 einen	 bifunktionellen	 Linker	 erfolgen	
(Abbildung	8).	Wie	bereits	im	vorhergehenden	Kapitel	erwähnt,	muss	die	Wirkstoffverknüpfung	eine	












Proteasen	 (Endo-	 und	 Exopeptidasen),	 die	 die	 Spaltung	 einer	 Amidbindung	 ermöglichen	 [55,	 56].	
Lysosomale	 Hydrolysen	 können	 auch	 bei	 den	weniger	 stabilen	 Verknüpfungen	 (Carbamat-,	 Carbo-
nat-,	Esterverbindungen)	über	Esterasen	oder	katalysiert	durch	den	niedrigen	pH-Wert	von	ca.	4	–	5	
innerhalb	 des	 Lysosoms	 stattfinden	 [54,	 57,	 58].	 Hydrazon-Verknüpfungen	weisen	 bei	mild	 sauren	
Bedingungen	 bereits	 eine	 hohe	 Labilität	 auf	 [59],	 was	 weitere	 Verarbeitungsschritte	 des	Moleküls	
stark	 einschränkt	 und	 erschwert.	 Gleiche	 Bedingungen	 gelten	 für	 cis-Aconityl-Verknüpfungen,	 die	









begünstigt	 den	 Thiolaustausch	 des	 konjugierten	Wirkstoffs.	 Durch	 die	 niedrige	 extrazelluläre	 GSH-
Konzentration	dagegen	bleibt	die	Verknüpfung	während	der	Zirkulation	stabil	[59].		
Die	 beschriebenen	 Verknüpfungsstrategien	 benötigen	 Wirkstoffe,	 die	 mindestens	 eine	 geeignete	
funktionelle	 Gruppe	 besitzen.	 Für	 einige	 Wirkstoffe	 ohne	 reaktive	 Gruppen	 hingegen	 wurde	 eine	
Anwendung	 beschrieben,	 die	 eine	 reversible	 Wirkstoff-Konjugation	 über	 Koordinationschemie	 er-











die	 effiziente	 Synthese	 neuartiger	 nützlicher	 Verbindungen	 entwickelt,	 die	 K.B.	 Sharpless	 2001	 als	
„Klick-Chemie“	bezeichnete	[64].	Diese	Reaktionen	müssen	dabei	strenge	Kriterien	erfüllen:	Sie	soll-
ten	stereospezifisch	sein,	hohe	Ausbeuten	generieren,	kurze	Reaktionszeiten	aufweisen,	unter	biolo-
gischen	 Reaktionsbedingungen	 durchführbar	 sein	 (wässrige	Medien,	 gemäßigte	 Temperaturen,	 na-
hezu	physiologischer	pH-Wert)	 sowie	bestenfalls	keine	Nebenprodukte	erzeugen	 [64-66].	Um	diese	
Kriterien	zu	erfüllen	bedingen	die	Reaktionen	starke	thermodynamische	Triebkräfte,	typischerweise	
Energiegewinne	 von	 mehr	 als	 84	 kJ/mol.	 Typische	 Reaktionen	 dieser	 Art	 sind	 Kohlenstoff-
Heteroatom-Verbindungen,	wie	 zum	Beispiel	 Cycloadditionen	 ungesättigter	 Verbindungen,	 nukleo-
phile	Substitutionen,	insbesondere	Ringöffnungsreaktionen,	nichtaldolartige	Carbonylreaktionen	und	












Die	 prominenteste	 Reaktion	 in	 der	 „Klick-Chemie“	 ist	 die	 kupferkatalysierte	 dipolare	 Cycloaddition	























knüpfungen	 eingeführt,	 was	 die	 metabolische	 Stabilität	 der	 Peptide	 bedeutend	 erhöhte	 [70-72].	
Auch	in	der	Biokonjugation	konnte	die	„Klick-Chemie“	durch	ihre	Bioorthogonalität,	der	Biokompati-
bilität	und	der	Stereo-	und	Regioselektivität	an	großer	Bedeutung	gewinnen.	Durch	die	Ausbildung	
von	 Sekundärstrukturen	 von	 Peptiden	 können	 jedoch	 die	 Umsatzraten	 der	 sonst	 sehr	 effizienten	
CuAAC	beeinträchtigt	werden.	Abhängig	von	der	Peptidsequenz	und	der	Struktur	der	zu	konjugieren-
den	Komponente	können	die	Ausbeuten	von	5	–	90	%	variieren	[65].	Durch	erhöhte	Reaktionstempe-





an	 Linkern	mit	geeigneten	„klickbaren“	 funktionellen	Gruppen	 ist	 kommerziell	 verfügbar.	Aufgrund	























Bei	 der	 Peptid-Konjugation	 agieren	die	 Thiole	 der	 Cystein-Seitenkettengruppe	meist	 als	Nukleophil	
für	die	Thiol-Maleinimid-Reaktion.	Benachbarte	Aminosäuren	in	der	Peptidsequenz	können	dabei	die	
Reaktionskinetik	 beeinflussen.	 Positiv	 geladene	 Aminosäuren,	 wie	 Arginin	 oder	 Lysin	 erhöhen	 den	
pKa	 der	 benachbarten	 Thiole,	 wohingegen	 negativ	 geladene	 Aminosäure,	 wie	 Glutaminsäure	 den	
entgegengesetzten	Effekt	zeigen	[84].		
Da	 weitere	 nukleophile	 Gruppen	 in	 Peptiden	 vorhanden	 sind,	 müssen	 für	 die	 spezifische	 Thiol-













weise	Glutathion,	Disulfid-Austauschreaktionen	 [89].	Mehrere	Arbeiten	 zur	 langfristigen	Stabilitäts-













satz	 von	 Katalysatoren	 die	 Löslichkeit,	 was	 wiederum	 ein	 Vorteil	 der	 katalysatorfreien	 Thiol-















Aqua-Cisplatin-Komplexes	 kommt	es	durch	 kovalente	Verknüpfungen	des	Platinatoms	mit	 dem	N7-
Atom	von	Guanin	und	Adenin	der	DNA	zu	Quervernetzungen	(Abbildung	9).	Es	kann	dabei	zur	Aus-












Nach	 intravenöser	 Applikation	 diffundiert	 Cisplatin	 rasch	 ins	 Gewebe,	 90	%	 liegen	 dabei	 plasma-
proteingebunden	vor	und	weisen	eine	triphasische	Kinetik	auf	(tα	=	20	–	30	min,	tβ	=	40	–	70	min,	tγ	=	


















































durch	 die	 γ-Glutamyltranspeptidase	 (GGT)	 zu	 einem	nephrotoxischen	Metabolit	 hydrolysiert	 [110].	
Über	weitere	 enzymkatalysierte	Metabolisierungsprozesse	 entsteht	 intrazellulär	 ein	 hoch	 reaktives	
Thiol-Cisplatin-Derivat	mit	potenter	nephrotoxischer	Wirkung.	Die	Beteiligung	weiterer	Enzyme,	wie	
Aminopeptidasen,	 renale	 Dipeptidasen	 und	 Cysteins-S-Konjugat-β-Lyase	 bei	 der	 Metabolisierung	
Cisplatins	zum	Nephrotoxin	wurde	in	unterschiedlichen	Studien	berichtet	[110,	111].	Das	GGT-Enzym	












terschiedlichen	 Zellkomponenten,	wie	 Lipiden,	 Proteine	 und	 der	 DNA	 binden	 und	 Strukturschäden	
verursachen.	Durch	 strukturelle	 Schädigungen	der	Mitochondrien-Zellwand	 zum	Beispiel	 kommt	es	
durch	 Beeinträchtigung	 der	 respiratorischen	 Kette	 zur	 erhöhten	 ROS-Produktion.	 Des	 Weiteren	
scheinen	ROS	 in	der	Aktivierung	wichtiger	 intrinsischer	Apoptose-Signalkaskaden	 involviert	 zu	 sein,	

















rate	 (GFR).	 Des	Weiteren	 können	 Gewebeschädigungen	 entstehen,	 die	 gegebenenfalls	 irreversible	


























oder	 Herzinsuffizienz	weitere	 dosislimitierende	 Faktoren	 für	 die	 Behandlung	mit	 diesem	 Zytostati-




Ansätze	 und	 Schutzmaßnahmen	wurden	bereits	 getestet.	 Ein	 besonderer	 Fokus	 lag	 dabei	 auf	 dem	








Bei	 Amifostin	 handelt	 es	 sich	 um	 ein	 Thiophosphat,	 das	 durch	 die	 Food	 and	 Drug	 Administration	
(FDA)	für	die	Reduktion	der	zytotoxischen	Wirkung	von	kumulativen	Cisplatingaben	bei	fortgeschrit-
tenem	 Eierstockkrebs	 oder	 bei	 nicht-kleinzelligem	 Lungenkrebs	 zugelassen	 wurde	 [121].	 Es	 ist	 ein	
Prodrug,	 welches	 durch	membranständige	 alkalische	 Phosphatasen	 in	 seine	 aktive	 freie	 Thiolform	
WR-1065	konvertiert	wird	(Abbildung	12).	Da	gesunde	Zellen	im	Vergleich	zu	Tumorzellen	eine	höhe-
re	Expression	von	zellmembranständigen	alkalischen	Phosphatasen	aufweisen,	erfolgt	die	intrazellu-

















sen	 werden.	 Insbesondere	 konnte	 ein	 signifikanter	 renoprotektiver	 Effekt	 Amifostins	 durch	 kon-
stante	 Kreatinin-Clearance	während	der	 gesamten	Behandlungsdauer	 nachgewiesen	werden	 [123].	
Gerade	bei	mehreren	Chemotherapiezyklen	erwies	sich	die	Gabe	Amifostins	als	sehr	wirkungsvoll,	da	


























Beide	 Formen	 können	Metallkomplexe	 ausbilden	 und	 eignen	 sich	 als	 Radikalfänger	 von	 reaktiven	
Sauerstoffspezies	im	Zytosol	und	in	hydrophoben	Kompartimenten.	Die	reduzierte	Form	verfügt	über	
stärkere	 antioxidative	 Eigenschaften	 und	 spielt	 eine	 bedeutende	 Rolle	 bei	 zellulären	 Recycling-
mechanismen	 wichtiger	 Radikalfänger,	 wie	 Glutathion,	 Ascorbat	 und	 Tocopherol	 [127].	 Aufgrund	
dieser	Eigenschaften	wurde	α-Liponsäure	bereits	in	unterschiedlichsten	Anwendungen	getestet	und	
zeigte	 therapeutisches	 Potential	 bei	 neurodegenerativen	 Erkrankungen,	 Schwermetallvergiftungen	
und	 oxidativen	Gewebeschädigungen	 [128-131].	 Da	 oxidativer	 Stress	 unter	 anderem	ein	 Schlüssel-






















Wistar-Ratte	 25,	50,	100		 i.p.	 	 NaCl	 16	 Tag	3	 [132]	
C57/BL/6-Maus	 10,	100		 i.p.	 	 n/a	 20	 Tag	3	 [133]	
Sprague-Dawley-Ratte	 50		 i.p.	 	 n/a	 6	 Tag	3	 [134]	
Swiss-Albino-Maus	 20		 oral	 	 EtOH	 12	 Tag	18	 [135]	
Sprague-Dawley-Ratte	 100		 i.p.	 	 n/a	 7	 Tag	4	 [136]		
Wistar-Ratte	 100		 i.p.	 	 n/a	 10	 +	24	h	 [137]	
	
Die	Applikationszeitpunkte	und	Häufigkeiten	der	Liponsäuregabe	variierten	dabei	sehr	stark,	 jedoch	
kann	 zusammengefasst	werden,	 dass	 in	 allen	 Studien	 vor	 Cisplatingabe	mindestens	 eine	Dosis	 des	
Protektivums	verabreicht	wurde.	Bei	der	Hälfte	der	sechs	Studien	wurden	zusätzlich	nach	dem	Zyto-










Alle	 erwähnten	 Studien	 zeigten	 signifikante	 Verbesserungen	 der	Nierenfunktionen	 durch	 die	Gabe	
von	α-Liponsäure	 in	 den	unterschiedlichen	 verwendeten	Dosen	 (Tabelle	 2).	 α-Liponsäure	 bewirkte	
eine	Abnahme	des	oxidativen	Stresses,	was	sich	positiv	auf	die	Nierenfunktionsparameter	auswirkte	
[132-135,	137].	Des	Weiteren	wurden	positive	Auswirkungen	auf	Entzündungsprozesse	(TNF-α)	und	
Apoptose-Kaskaden	 (Caspase-3-Aktivität)	 ermittelt	 [135,	 137].	 Interessanterweise	 konnte	 sogar	 ein	
Einfluss	 auf	 die	Cisplatin-Eliminierung	 in	den	Nieren	beobachtet	werden,	 da	die	behandelten	 Tiere	







wurde.	 Hingegen	 zeigte	 die	Niedrigdosis	 von	 10	mg/kg	 bei	 den	 Sprague-Dawley-Ratten	 keine	Wir-
kung	auf	die	Nierenfunktion	[134].	
Aufgrund	 des	 Potentials	 der	 α-Liponsäure	Metalle	 zu	 komplexieren,	 bestehen	 bei	 der	 Behandlung	
mittels	 α-Liponsäure	 Bedenken	 darüber,	 ob	 die	 Antitumorwirkung	 Cisplatins	 durch	 die	 Anbindung	
von	α-Liponsäure	 an	Cisplatin	 beeinträchtigt	werden	 könnte	 [113].	Hussein	et	 al.	konnte	 in	 seinen	
Versuchen	mit	einem	Tumor-Mausmodell	 keinen	Einfluss	der	Liponsäure	auf	die	anti-neoplastische	
Wirkung	 Cisplatins	 ermitteln	 [137].	 Dabei	 galt	 die	 Abnahme	 des	 Tumorvolumens	 als	 Parameter	 in	
einem	Zeitraum	von	24	Stunden.	
Trotz	 der	 sehr	 vielversprechenden	 Ergebnisse,	 die	 bereits	 durch	 unterschiedliche	 Studien	 im	 Tier-
modell	bestätigt	werden	konnten,	 sind	keine	klinischen	Studien	bekannt,	die	α-Liponsäure	als	Sup-
portivmaßnahme	einer	Cisplatin-Chemotherapie	in	Betracht	gezogen	haben.	Gegebenenfalls	werden	





Stoffkomplexes	 Silymarin,	 das	 aus	den	 Früchten	der	Mariendistel	 gewonnen	wird.	Aufgrund	 seiner	
antioxidativen	[138]	und	antiinflammatorischen	[139]	Eigenschaften	wird	der	Naturstoff	klinisch	bei	
chronischen	Entzündungserkrankungen	der	Leber,	bei	 Leberzirrhose	sowie	bei	akuten	Vergiftungen	










noids	 gezeigt	 werden	 [144-150].	 Dabei	 galt	 ein	 besonderes	 Augenmerk	 der	 Studien	 auf	 die	 cis-
platininduzierte	Nephrotoxizität.	 Folgende	 Tabelle	 gibt	 eine	Übersicht	 aller	 bereits	 durchgeführten	


























NaCl	 5	mg/kg,	i.v.		 Tag	14	 [149]	
	
Alle	 Studien	 konnten	 durch	 die	 Gabe	 des	 Naturstoffs	 Silybin	 einen	 protektiven	 Effekt	 erzielen.	 Als	










nisse	 lieferten	 die	 Basis	 für	 eine	 randomisierte	 klinische	 Studie	 im	 Jahr	 2015,	 die	 die	 nephro-













Interessanterweise	 konnte	Giacomelli	et	 al.	 in	 vitro	und	 in	 vivo	 durch	die	Gabe	 Silybins	 sogar	 eine	
verstärkende	 anti-Tumorwirkung	 Cisplatins	 feststellen	 [152].	 Silybin	wurde	 dabei	 als	 Phospholipid-
Komplex	verabreicht,	der	die	Bioverfügbarkeit	des	Wirkstoffs	erhöht.	Die	genauen	Wirkungsmecha-




Carvedilol	 ist	 ein	 verschreibungspflichtiger	Wirkstoff	 aus	 der	 Gruppe	 der	 Betablocker,	 der	 zur	 Be-
handlung	 gegen	 Bluthochdruck,	 Angina	 Pectoris	 und	 bei	 chronischer	 Herzinsuffizienz	 zum	 Einsatz	








möglicht	 der	 Wirkstoff	 das	 Abfangen	 freier	 Radikale	 und	 zum	 anderen	 konnten	 Carvedilol-
Eisenchelate	 isoliert	 werden,	 was	 die	 Ausbildung	 freier	 Hydroxylradikale	 inhibiert	 [157-159].	 Dos	
Santos	et	al.	erforschte	in	den	letzten	Jahren	ausgiebig	die	protektive	Wirkung	Carvedilols	auf	cispla-



























mg/kg	 i.p.	 DMSO	 10	mg/kg	i.p.	 Tag	3	 [161,	164]	
	
In	allen	angegebenen	Studien	konnten	in	beiden	Tiermodellen	erstaunliche	Verbesserungen	der	Nie-
renfunktionsparameter	 ermittelt	 werden.	 Die	 Serumkonzentrationen	 von	 Kreatinin	 und	 Harnstoff	
zeigten	durch	die	Behandlung	mit	Carvedilol	nur	einen	sehr	geringen	bis	keinen	Anstieg	vom	Normal-
wert.	 Histologische	 Untersuchungen	 unterstützen	 die	 Ergebnisse	 der	 Nierenfunktionsparameter.	
Parameter	 oxidativen	 Stresses,	 wie	 Glutathion-	 und	 NADPH-Konzentrationen	 erreichten	 durch	 die	
Gabe	Carvedilols	teilweise	höhere	Konzentrationen	als	in	der	Kontrollgruppe.	Diese	Ergebnisse	deu-
ten	darauf	hin,	 dass	die	protektive	Wirkung	Carvedilols	 auf	dessen	antioxidative	 Eigenschaften	be-
ruht	[158,	161,	164,	166].	 In	weiterführenden	Untersuchungen	zu	den	antioxidativen	Eigenschaften	
Carvedilols	 konnte	 gezeigt	werden,	 dass	 durch	 den	Wirkstoff	 keine	 Neutralisierung	 freier	 Radikale	
wie	 DPPH	 (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)	 und	 TEMPOL	 (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-1-







Senkung	 der	 renalen	 Cisplatinakkumulation	 beruht.	 Die	 Gabe	 Carvedilols	 zeigte	 im	 Tumor-
Mausmodell	keine	Beeinträchtigung	der	anti-neoplastische	Wirkung	Cisplatins	[162].		
Da	es	sich	bei	Carvedilol	um	einen	Beta-Blocker	handelt,	bestehen	Bedenken	darüber,	ob	durch	die	
Gabe	des	Wirkstoffs	 gegebenenfalls	 unerwünschte	Wirkungen	 auf	 Blutdruck,	 Puls	 sowie	Beeinflus-
sungen	 der	 renalen	 Hämodynamik	 auftreten.	 Diesbezüglich	 werden	 weitere	 Studien	 benötigt,	 um	








dase	 (NOX)	 [168-170].	 Dieses	 Enzym	 ist	 für	 den	 Transport	 von	 Elektronen	 verantwortlich,	 die	 zur	




den	 erhöhten	 Konzentrationen	 von	 ROS	 in	 renalen	 Zellen	 kommt.	 Die	 Entstehung	 der	 Superoxide	
könnte	 mit	 der	 mitochondrialen	 Atmungskette	 und	 den	 zugehörigen	 Oxidase-Enzymen,	 wie	 zum	





















veränderungen	 durch	 die	 Gabe	 des	 Zytostatikums	 konnten	 ebenso	 durch	 die	 Behandlung	 über	
Apocynin	 stark	 eingedämmt	werden.	Der	 protektive	 Effekt	 Apocynins	 steht	 eindeutig	mit	 der	 Sen-
kung	cisplatininduzierten	oxidativen	und	nitrosativen	Stresses	in	Zusammenhang,	was	über	die	Mes-











































stoffe	an	den	Carrier	 (KKEEE)3K-NH2	 zu	 konjugieren.	Um	eine	ausreichende	Stabilität	der	Konjugate	
sowie	 eine	 Freisetzung	 des	 Wirkstoffs	 zu	 evaluieren,	 wurden	 Plasmastabilitätsuntersuchungen	
durchgeführt.	 Darauf	 aufbauend	 sollten	 γ-szintigraphische	 Untersuchungen	 Aufschluss	 über	 die	
pharmakokinetischen	Eigenschaften	der	Konjugate	liefern	und	einen	Wirkstofftransport	in	die	Nieren	
bestätigen.		
Über	 die	 Auswahl	 eines	 geeigneten	 Tiermodells	 und	 Parameter	 sollte	 anschließend	 eine	 Erhöhung	
der	Wirksamkeit	der	konjugierten	Wirkstoffe	 im	Vergleich	zu	den	freien	Wirkstoffen	 in	vivo	gezeigt	
werden.	 Die	 Ergebnisse	 sollten	 zum	 einen	 den	 Targeting-Effekt	 aufzeigen	 und	 zum	 anderen	 als	



















































Plasmastabilitätsuntersuchungen	 in	 humanem	 Plasma	 ergaben	 Stabilitäten	 des	 Peptids	 (KKEEE)3K-
NH2	 (1)	 von	 über	 24	 Stunden	 [33].	 Um	 dennoch	 eine	 Erhöhung	 der	 proteolytischen	 Resistenz	 des	
Carriers	 zu	 erzielen	 und	 somit	 gleichzeitig	 den	 Wirkstoff-Transport	 zu	 optimieren,	 wurden	 unter-
schiedliche	Modifikationen	durchgeführt	und	pharmakokinetisch	untersucht.		
Eine	Methode	zur	Verhinderung	des	proteolytischen	Abbaus	peptidischer	Wirkstoffe	ist	die	Pegylie-




etherbindung	 an	 den	 Carrier	 gebunden.	 Details	 zur	 Synthese	 des	 PEG-Konjugats	 (15)	 sind	 im	 Ab-
schnitt	6.2	näher	erläutert.		
Die	 szintigraphische	Verteilung	des	pegylierten	Carriers	 (15)	 zeigt	weiterhin	eine	 schnelle	und	 sehr	






















Bei	 Peptoiden	 (oligo-N-substituierte	Glycine)	 handelt	 es	 sich	 um	eine	 neuartige	 Klasse	 von	 Peptid-
mimetika,	 die	 sich	 von	 Peptiden	 dahingehend	 unterschieden,	 dass	 ihre	 Seitenketten	 anstatt	 am		




und	Drehungen	 kommen	 [181,	 182],	 die	 strukturelle	 Eigenschaften	 von	 Peptiden	 nachahmen	 kön-
nen.	Diese	einzigartige	Struktur	verleiht	den	Peptoiden	unterschiedliche	pharmakologische	Vorteile	
im	 Gegensatz	 zu	 Peptiden.	 So	 zum	 Beispiel	 sind	 Peptoide	 sehr	 viel	 stabiler	 gegenüber	 proteolyti-
schem	Abbau	und	verfügen	über	eine	verbesserte	Bioverfügbarkeit	durch	eine	erhöhte	Zellpermeabi-
lität	(Resorption)	im	Vergleich	zu	Peptiden	[180,	183].	Aufgrund	dieser	Eigenschaften	wurde	der	Car-
rier	 mit	 seiner	 alternierenden	 Sequenz	 aus	 Lysin	 und	 Glutaminsäure	 als	 peptoidische	 Struktur	 als	
NTyr(NLys-NLys-NGlu-NGlu-NGlu)2NLys-NH2	 (23)	 synthetisiert,	 radiomarkiert	und	 szintigraphisch	auf	













ids	(23)	 im	Vergleich	zum	peptidischen	Carrier	 (1)	(Abbildung	20).	Eine	rapide	Akkumulation	 in	den	
Nieren	mit	 hoher	 Spezifität	 kann	 ebenfalls	 bereits	 10	Minuten	 nach	 intravenöser	 Applikation	 beo-
bachtet	werden.	Dennoch	zeigen	sich	im	Vergleich	zum	Peptid	unterschiedliche	Exkretionskinetiken.	
Bereits	30	Minuten	nach	der	Injektion	können	größere	Mengen	Radioaktivität	in	der	Blase	detektiert	
werden.	Gleichzeitig	 jedoch	können	drei	Tage	nach	 Injektion	 immer	noch	Anreicherungen	des	mar-
kierten	Peptoids	in	den	Nieren	ermittelt	werden,	woraus	sich	eine	Resistenz	des	Peptoids	gegenüber	
proteolytischem	Abbau	ableiten	lässt.		






phische	 Aufnahme	 durchgeführt,	 die	 immer	 noch	 hohe	Mengen	 des	 Konjugats	 in	 den	Nieren	 auf-
weist.	Es	kann	von	ähnlichen	Pharmakokinetiken	wie	die	des	„nackten“	Peptoids	(Abbildung	20)	aus-
















on	 von	 125I-y(KKEEE)3K-NH2	 (3)	 durchgeführt	 und	miteinander	 verglichen.	Abbildung	 22	 zeigt,	 dass	
nach	intravenöser	Applikation	die	schnellste	nierenspezifische	Anreicherung	erzielt	werden	kann	im	
Vergleich	 zu	 subkutaner	 und	 intraperitonealer	 Injektion.	 Bei	 subkutaner	 Gabe	 kann	 zunächst	 eine	
längere	Verweildauer	des	Peptids	an	der	 Injektionsstelle	beobachtet	werden.	Erst	nach	40	Minuten	
ist	eine	spezifische	Anreicherung	des	Peptids	in	beiden	Nieren	detektierbar,	während	die	Aktivität	an	
der	 Injektionsstelle	 abnimmt.	 Gleiche	 Eigenschaften	 können	 nach	 intraperitonealer	 Verabreichung	
beobachtet	werden.	 Jedoch	 ist	 eine	 flächenmäßig	 größere	Verteilung	des	 Peptids	 an	der	 Einspritz-








Abbildung	22:	 Szintigraphische	Verteilung	 von	 125I-y(KKEEE)3K-NH2	 (3)	 in	 jeweils	 eine	NMRI-Maus	bei	 unterschiedlichen	
parenteralen	Applikationsrouten	(intravenös,	subkutan	und	intraperitoneal).	
	
Es	 kann	 zusammengefasst	werden,	 dass	mittels	 intravenöser	Gabe	die	 schnellste	 nierenspezifische	








In	 den	 folgenden	 Kapiteln	 werden	 unterschiedliche	Wirkstoffe	 mit	 potenten	 antioxidativen	 Eigen-
schaften	an	den	Carrier	 (KKEEE)3K-NH2	(1)	konjugiert.	Dabei	werden	die	verwendeten	Synthesestra-
tegien	mit	den	angewandten	Linker-Taktiken	dargestellt	und	detailliert	erläutert.	Die	Auswirkungen	
dieser	Wirkstoffkopplungen	 werden	 anschließend	 in	 vivo	 über	 γ-Szintigraphien	 pharmakokinetisch	
untersucht.	Um	einen	erfolgreichen	Transport	des	Wirkstoffs	zum	Zielgewebe	zu	gewährleisten,	soll-





Bei	α-Liponsäure	 (1,2-Dithiopentansäure)	handelt	es	 sich	um	einen	Naturstoff,	der	als	Coenzym	 im	
Fettstoffwechsel	bei	fast	allen	eukaryotischen	und	prokaryotischen	Zellen	vorkommt.	Zusammen	mit	
seiner	 reduzierten	Form,	Dihydroliponsäure	 (6,8-Dithiooctansäure),	wirkt	es	als	 starkes	Antioxidans	


























Neben	der	natürlichen	 L-Konfiguration	 ist	 auch	die	D-Liponsäure	biologisch	aktiv,	 sodass	der	Wirk-

























len	 Gruppen	 der	 Seitenketten.	 Der	 hohe	 Anteil	 der	 tert.-Butyl-haltigen	 Schutzgruppen	 führt	 unter	
den	 sauren	Bedingungen	der	Abspaltung	 zu	Alkylierungen	der	 Schwefelatome	der	 Liponsäure,	was	




verbessern	 die	 Ausbeute	 erheblich.	 Der	 verwendete	 Abspaltungscocktail	 TFA/Thioanisol/Anisol	







Um	 eine	mehrfache	Wirkstoffbeladung	 eines	 Peptids	 zu	 erreichen,	 müssen	 Konjugationen	 an	 den	
funktionellen	 Gruppen	 des	 Peptidrückgrats	 genutzt	 werden.	 Die	 Verwendung	 von	 orthogonalen	
Schutzgruppen	 für	 die	 ε-Aminogruppe	 von	 Lysin,	 zum	 Beispiel	 von	 Fmoc-Lys(Mmt)-OH,	 Fmoc-
Lys(Mtt)-OH	 oder	 Fmoc-Lys(Alloc)-OH	 neben	 Boc	 und	 tBu	 wurde	 zunächst	 als	 bevorzugte	 Synthe-
sestrategie	 angewandt.	 Jedoch	 führten	 die	 Kopplungsversuche	 nach	 orthogonaler	 Abspaltung	 der	
erwähnten	 Schutzgruppen	 zu	 starken	 Verunreinigungen	 und	 unbefriedigenden	 Ausbeuten.	 Deswe-





































Im	Folgenden	werden	pharmakokinetische	Eigenschaften	des	 freien	Wirkstoffs	 im	Vergleich	 zu	der	
konjugierten	 Form	 erörtert.	 Zur	 Analyse	 wurden	 die	Wirkstoffe	 oder	 Konjugate	 jeweils	 radioaktiv	
markiert	und	anschließend	die	Bioverteilung	 in	vivo	über	γ-Szintigraphien	untersucht	und	miteinan-



























Vergleich	 zum	Peptid	 detektiert	werden.	Die	Anreicherungen	 im	Magen	und	 der	 Schilddrüse,	 zwei	
Stunden	nach	 i.v.-Applikation	deuten	auf	eine	Deiodierung	des	 Iod-Nuklids	und	dessen	spezifischen	
Anreicherung	in	den	Schilddrüse	und	Magen	hin.	Gleiches	gilt	auch	für	die	Aufnahme	nach	vier	Stun-
den.	Warum	nach	Konjugation	der	 Liponsäure	eine	 schnellere	Deiodierung	 stattfindet,	 gilt	noch	 zu	
untersuchen.	Hierzu	wären	detaillierte	Untersuchungen	der	Metabolisierung	 von	Peptid	 und	Wirk-
stoff-Konjugat	 in	 den	 proximalen	 Tubuluszellen	 hilfreich.	 Jedoch	 kann	 zusammengefasst	 werden,	
dass	eine	gezielte	Anreicherung	des	Peptids	auch	nach	Wirkstoffbeladung	in	den	Nieren	stattfindet.	















untersucht	 (Abbildung	 26).	 Des	 Weiteren	 wurde	 eine	 verkürzte	 Form	 des	 Carriers	 synthetisiert	
(11mer	statt	16mer),	um	das	Masseverhältnis	Wirkstoff	zu	Carrier	zu	erhöhen.	Zusätzlich	wurde	eine	













zweifache	 oder	 dreifache	 Beladung	 (B	 und	 C)	 mit	 dem	 lipophilen	Wirkstoff	 die	 Eigenschaften	 des	
Peptids	 beeinflussen.	Durch	 die	 direkte	Wirkstoffmarkierung	 konnte	 ein	 spezifischer	 Transport	 des	
Wirkstoffs	durch	Konjugation	an	den	Carrier	in	die	Nieren	bestätigt	werden.		
	
3.5.1.3.4 Pharmakokinetik	 Liponsäure-Konjugate	 nach	 intraperitonealer	 Applikati-
on	
Intraperitoneale	Injektionen	bieten	im	Vergleich	zur	intravenösen	Applikation	eine	bedeutend	leich-















der	 Leber	 detektiert.	 Vorherige	 Aufnahmen	 zeigen	 hohe	 Aktivitäten	 im	 oberen	 rechten	 Abdomen,	
evtl.	bereits	Ansammlungen	in	der	Galle.	Nach	zwei	Stunden	ist	bereits	eine	Abnahme	der	Radioakti-
vität	 in	 der	 Leber	 ersichtlich,	während	 in	 der	 Blase	 eine	 Zunahme	an	Aktivität	 beobachtet	werden	




















in	 den	Nieren	 ersichtlich,	 sodass	 ein	 gezielter	 Transport	 durch	 den	 Carrier	 bestätigt	werden	 kann.	
Weitere	zwei	Stunden	später	ist	der	Großteil	des	Konjugats	bereits	ausgeschieden,	nur	noch	geringe	
Mengen	 sind	 in	 den	Nieren	 detektiert	worden	 und	 verhältnismäßig	 größere	Mengen	 in	 der	 Blase.	
Auch	hier	zeigt	sich,	dass	die	Veränderung	der	Applikationsroute	lediglich	einen	Einfluss	auf	die	Kine-
tik	zu	haben	scheint	und	keinen	auf	die	Spezifität.	Dennoch	ist	es	durch	die	längere	Verweilzeit	des	
Konjugats	 im	 Organismus	 von	 großer	 Bedeutung	 ausreichende	 Stabilitäten	 der	 Wirkstoff-
Verknüpfungen	sowie	des	Carriers	vorliegen	zu	haben.		
	



















Da	es	 sich	bei	Carvedilol	 um	eine	 lipophile	 Substanz	handelt	wurden	bei	 den	 Synthesen	aprotisch-
unpolare	Lösungsmittel	(DCM)	verwendet,	welche	die	Basizität	der	Amine	nicht	weiter	beeinflussen.	

















Unter	 basischen	 Bedingungen	 konnte	 eine	 schnelle	 Umsetzung	 des	 Carvedilols	mit	 dem	 reaktiven	








auf.	 Thioetherbindungen	 (R1-S-R2)	 bieten	 nach	 Literatur	 hohe	 Plasmastabilitäten	 im	 Gegensatz	 zu	
labilen	 Carbamat-Verknüpfungen,	 die	 bei	 der	 Synthese	 von	 Prodrugs	 große	 Verwendung	 finden	





















































































Bei	 Silybin	 handelt	 es	 sich	 um	 die	 pharmakologisch	 aktivste	 Substanz	 der	 drei	 Isomere	 des	 Stoff-


















stellen	 auf.	 Da	 die	 Ketogruppe	 Teil	 des	 Flavanonol-Grundgerüsts	 ist	 und	 somit	 essentiell	 für	 die	
pharmakologischen	Eigenschaften	des	Wirkstoffs	 ist,	 könnte	eine	Verknüpfung	an	dieser	Stelle	Ein-
fluss	auf	die	Wirksamkeit	haben.	Bei	den	fünf	Hydroxygruppen	handelt	es	sich	bei	drei	um	phenoli-
sche	 Alkohole,	 bei	 einem	 um	 einen	 sekundären	 aliphatischen	 und	 bei	 wiederum	 einem	 um	 einen	





Schema	 6:	 Syntheseschema	 des	 Silybin-(KKEEE)3-NH2-Konjugats	 (13).	 (a)	 Bernsteinsäureanhydrid,	Novozym	 453	 Lipase,	











Bedingungen	 aufwies.	 Die	 Ester-Verknüpfung	 zeigte	 unter	 den	 stark	 sauren	 Bedingungen	während	
der	 Abspaltung	 keine	 größeren	 Instabilitäten.	 Es	 konnten	 nur	 geringe	Mengen	 des	 Linker-Carriers-
Derivats	 im	 Rohprodukt	 ausfindig	 gemacht	 werden.	 Ausbeuten	 von	 über	 29	 %	 konnten	 über	 den	
erläuterten	Syntheseweg	erzielt	werden.		
3.5.3.2 Plasmastabilität	





























ner	 aktiven	 Form	detektiert	werden	konnte.	Die	ermittelte	 Stabilität	 erlaubt	neben	 i.v.-Injektionen	









































travenöser	 Applikation	 des	 Prodrugs	 (Silybinhemisuccinat),	 das	 aufgrund	 einer	 besseren	 Wasser-
löslichkeit	 verwendet	wird,	 kann	 eine	 schnelle	 Aufnahme	des	Wirkstoffs	 im	hepatobiliären	 System	








30	Minuten	 eine	 Zuordnung	 der	 Anreicherung	 szintigraphisch	 erschwert	 ist,	 da	 im	 oberen	 Bereich	
des	Abdomens	sich	mehrere	Organe	überlagern.	Dennoch	kann	zusammengefasst	werden,	dass	eine	
schnelle	spezifische	Anreicherung	in	der	Leber	zu	erkennen	ist.	Da	keine	Aktivitätsanreicherung	in	der	












des	 Wirkstoffs	 Silybin	 beobachtet	 werden.	 Neben	 einer	 Akkumulation	 in	 beiden	 Nieren	 wurden	
gleichzeitig	 größere	Mengen	Aktivität	 im	oberen	Brustkorb	detektiert	 (Abbildung	34).	 Eine	 genaue	
Zuordnung	um	welches	Organ	es	 sich	dabei	 handelt,	 ist	 jedoch	nur	 schwer	möglich,	 da	 im	oberen	
Abdomen	mehrere	Organe	übereinander	lagern.	Generell	ist	im	Vergleich	zu	allen	anderen	Konjuga-
ten	 eine	 breitere	Distribution	 der	 Aktivität	 im	 ganzen	 Körper	 ersichtlich.	 Szintigraphische	Untersu-
chungen	der	einzelnen	Organe	2,5	Stunden	nach	Injektion	post	mortem	zeigten	erhöhte	Aktivitäten	
in	Niere,	Blut	und	Leber.	 Interessanterweise	 ist	 zusätzlich	eine	veränderte	Exkretion	des	Wirkstoffs	
über	den	Urin	zu	beobachten.	Im	Vergleich	zu	Carvedilol,	wo	nach	Transport	in	die	Nieren	anschlie-
ßend	 eine	 für	 die	Wirkstoffeigenschaften	 entsprechenden	 Anreicherung	 im	 hepatobiliären	 System	
















Hepatotoxizität	 erzielt	 werden	 [172,	 206].	 Diese	 therapeutischen	 Effekte	 führten	 zur	 Auswahl	 des	





Wirkstoff	 im	 Vergleich	 zu	 den	 anderen	 betrachteten	 Wirkstoffen	 nach	 Anbindung	 eine	 geringere	








































Die	Ergebnisse	der	Plasmastabilitätsuntersuchungen	ermittelten	 in	 allen	 verwendeten	Plasmen	nur	
eine	 sehr	geringe	Stabilität	des	Konjugats.	 Es	 konnte	bereits	nach	der	 Lösung	des	Konjugats	 in	der	

















Abbildung	 35:	 Plasmastabilitätsuntersuchung	 von	 Apocynin-(KKEEE)3-NH2-Konjugat	 (14)	 im	 Rattenplasma	 (A),	 pH=	 7,4	































Bereits	 nach	 einer	 Stunde	 Inkubationszeit	 im	 Plasma	 konnte	 kein	 Konjugat-Peak	 mehr	 detektiert	
werden.	 Gleiche	 Eigenschaften	 des	 Konjugats	 konnten	 sowohl	 in	 humanem	 Plasma	 als	 auch	 im	
Mausplasma	 beobachtet	 werden.	 Da	 lediglich	 an	 den	 Zeitpunkten	 0	 und	 nach	 1	 h	 eine	 Analyse	
durchgeführt	wurde,	konnten	keine	genauen	Angaben	der	Plasmahalbwertszeiten	ermittelt	werden.	











stätigen.	 Nach	 ausführlicher	 Recherche	 fiel	 die	 Auswahl	 der	 zu	 testenden	 Substanzen	 auf	 α-
Liponsäure,	 Silybin	 und	 Carvedilol.	 Durch	 Konjugation	 dieser	Wirkstoffe	 an	 den	 nierenspezifischen	
Carrier	 (KKEEE)3K-NH2	 (1)	 sollte	 eine	 im	Vergleich	 zu	den	 „nackten“	Wirkstoffen	 verbesserte	Dosis-
Wirkungs-Beziehung	gezeigt	werden.	Hintergrund	dieses	Targeting-Ansatzes	war	eine	Beeinträchti-
gung	der	anti-neoplastischen	Wirkung	von	Cisplatin	durch	die	systemische	Verteilung	der	protektiven	
Substanzen	 zu	 verhindern.	 Plasma-Kreatinin,	 Blut-Harnstoffwerte,	 Glutathion-Bestimmungen	 sowie	
Platingehälter	von	Nieren	und	Leber	dienten	als	Versuchsparameter.	 Im	7-Tage-Modell	wurden	zu-







tels	 oder	der	Dosis	 im	Hinblick	 auf	das	ausgewählte	 Tiermodell	 (Wistar-Ratten)	 zu	 analysieren.	 Se-



















































Des	 Weiteren	 ist	 zu	 erwähnen,	 dass	 die	 Werte	 der	 Gruppen	 1	 und	 3,	 drei	 Tage	 nach	 Cisplatin-
Injektion	große	Varianzen	 innerhalb	der	Gruppen	aufweisen.	 Je	höher	die	Abweichungen	vom	Nor-
malwert/Kontrollwert	 (Tag	 0),	 desto	 höher	 die	 Varianzen	 innerhalb	 der	 Gruppen.	 Bei	 genauer	 Be-
trachtung	der	Werte	innerhalb	der	Gruppen	fällt	auf,	dass	einige	Tiere	sehr	stark	auf	Cisplatin	reagie-
ren,	wohingegen	einige	Tiere	nur	geringe	bis	keine	Veränderung	der	Nierenfunktion	über	die	unter-




























































































1	 7	mg/kg	i.p.	 5	%ige	Glucose-Lsg.	 2	ml/kg	 i.p.	 4	
2	 7	mg/kg	i.p.	 Liponsäure	 6,25	mg/kg	 i.p.	 4	
3	 7	mg/kg	i.p.	 Carrier	(1)	 44	mg/kg	 i.p.	 4	
4	 7	mg/kg	i.p.	 Liponsäure-(KKEEE)2K-NH2	(9)	 50	mg/kg	 i.p.	 4	
5	 7	mg/kg	i.p.	 Silybin	 20	mg/kg	 i.p.	 4	
6	 7	mg/kg	i.p.	 Silybin-(KKEEE)3K-NH2	(13)	 90	mg/kg	 i.p.	 4	
7	 7	mg/kg	i.p.	 Carvedilol	 1	mg/kg	 i.p.	 4	







































































Bei	 der	 Betrachtung	der	 Platinkonzentrationen	 in	 den	 Leberhomogenisaten	 fällt	 dagegen	 auf,	 dass	
viel	geringere	Werte	im	Vergleich	zur	Niere	erreicht	wurden	(Mw=	4,3	µg/g	Leber).	Die	Leber	als	Ent-












Bei	Glutathion	 (GSH)	 handelt	 es	 sich	 um	ein	 Tripeptid,	welches	 eine	 zentrale	 Rolle	 als	 Antioxidans	
und	Radikalfänger	innerhalb	der	Zellen	einnimmt.	Hohe	GSH-Konzentration	des	thiolhaltigen	Peptids	
mit	bis	zu	15	mM	können	in	unterschiedlichsten	Zellen	ermittelt	werden.	Cisplatin	 löst	durch	unter-














































den	Mittelwerten	±	 SE	 (n=4).	Alle	Gruppen	erhielten	einmalig	Cisplatin	 (7	mg/kg	 i.p.)	und	an	den	Zeitpunkten	 -1	h,	+	1	h	





da	 sehr	 große	 Abweichungen	 der	Werte	 bereits	 innerhalb	 einzelner	 Literaturquellen	 aufgrund	 der	
unterschiedlichen	 verwendeten	 Methoden	 zur	 GSH-Bestimmung	 vorliegen.	 Somit	 ist	 lediglich	 ein	
Vergleich	der	Gruppen	untereinander	möglich.	
Abbildung	41	zeigt	eine	Übersicht	der	GSH-Konzentration	der	Nierenhomogenisate,	24	Stunden	nach	
Cisplatin-Injektion.	 Bei	 Gruppe	 8,	 die	 das	 Carvedilol-Konjugat	 als	 Therapiesubstanz	 verabreicht	 be-
kam,	konnte	eine	signifikante	höhere	GSH-Konzentration	im	Vergleich	zu	Gruppe	1,	3,	4,	5	und	7	er-
mittelt	 werden.	 Die	 vergleichsweise	 höheren	 GSH-Werte	 deuten	 auf	 einen	 geringeren	 oxidativen	
Stress	in	den	Zellen	hin	(24	Stunden	nach	Cisplatin-Injektion).	Besonders	hervorzuheben	ist	dabei	der	













































Abbildung	 42:	Glutathion-Konzentration	 der	 Leberhomogenisate,	 24	 h	 nach	 Cisplatin-Injektion.	 Die	Werte	 entsprechen	




Die	 GSH-Konzentrationen	 der	 Leberhomogenisate	 zeigen	 hingegen	 ein	 sehr	 konsistentes	 Bild	
(Abbildung	 42).	 Im	Vergleich	 zur	Niere	werden	 im	 Schnitt	 höhere	GSH-Werte	 erreicht.	 Es	 konnten	
jedoch	 keine	 signifikanten	Unterschiede	 der	Gruppen	untereinander	 ermittelt	werden.	Gleichzeitig	






























































1	 7	mg/kg	i.p.	 5	%ige	Glucose-Lsg.	 2	ml/kg	 i.p.	 5*	
2	 7	mg/kg	i.p.	 Liponsäure	 6,25	mg/kg	 i.p.	 6	
3	 7	mg/kg	i.p.	 Liponsäure-(KKEEE)2K-NH2	(9)	 50	mg/kg	 i.p.	 6	
4	 7	mg/kg	i.p.	 Carrier	(1)	 44	mg/kg	 i.p.	 5*	
5	 7	mg/kg	i.p.	 Carvedilol	 1	mg/kg	 i.p.	 6	
6	 7	mg/kg	i.p.	 Carvedilol-(KKEEE)3K-NH2	(12)	 6,5	mg/kg	 i.p.	 6	
7	 7	mg/kg	i.p.	 Carvedilol	 0,2	mg/kg	 i.p.	 6	









allen	 Gruppen	 im	 zeitlichen	 Verlauf	 eine	 Zunahme	 der	 Werte	 drei	 Tage	 nach	 Cisplatingabe	
(Abbildung	44	und	Abbildung	45).	Sowohl	innerhalb	der	Gruppen	als	auch	im	Vergleich	sind	jedoch	
nur	geringe	Unterschiede	zu	erkennen.	Die	Werte	an	Tag	4	zeigen	hingegen	eine	größere	Streuung	
der	 Gruppen	 untereinander,	 wobei	 gleichzeitig	 die	Werte	 innerhalb	 der	 Gruppe	 stärker	 variieren,	
sodass	keine	signifikanten	Unterschiede	ermittelt	werden	konnten.	Sieben	Tage	nach	Cisplatingabe	




reits	 bei	 der	 Cisplatin-Dosisfindung	 ersichtlich	 (Kapitel	 3.6.1)	 steigen	 die	 Varianzen	 innerhalb	 der	
Gruppen	bei	Zunahme	des	Mittelwerts	stark	an.	Gruppe	1	und	3	zeigen	dabei	 jeweils	die	höchsten	


































dung	 47).	 Da	 die	 Daten	 innerhalb	 der	 Gruppe	 stark	 variieren,	 sind	 nur	 geringe	 signifikante	 Unter-




±	90,3	mg/dl	ermittelt	werden	kann.	 Im	Vergleich	 zu	Gruppe	1	 (Cisplatin	+	Vehikel)	 zeigen	alle	be-
handelten	Tiere	bis	auf	Gruppe	3	wesentlich	geringe	Werte	in	beiden	Parametern,	sodass	eine	pro-






















































































































geschlossen	 werden	 kann,	 dass	 durch	 die	 Gabe	 des	 Liponsäure-Konjugats	 eine	 zusätzliche	 Ver-
schlechterung	 der	 Nierenfunktion	 entwickelt	 wurde	 (Gruppe	 1:	 297	 ±	 90,25	 mg/dl	 im	 Vergleich	
Gruppe	3:	412,83	±	99,	83	mg/dl).	Interessant	dabei	ist,	dass	lediglich	die	konjugierte	Liponsäure	zu	




Zunächst	 ist	 zu	 erwähnen,	 dass	 die	 untersuchten	 Tiere	 sieben	 Tage	 nach	 Cisplatingabe	wesentlich	






weisen	 tendenziell	 im	 Vergleich	 zur	 Cisplatin-Gruppe	 (Gruppe	 1)	 niedrigere	 Konzentrationen	 auf.	
Jedoch	konnten	auch	hier	keine	Signifikanzen	ermittelt	werden,	aufgrund	von	zu	kleinen	Tieranzah-
len	pro	Gruppe	(Gruppe	1,	n	=	3)	und	den	dadurch	erhöhten	Varianzen.	Gruppe	4	(Carrier)	zeigt	mit	
einem	Mittelwert	 von	 3,8	 ±	 3,12	 µg/g	 die	 geringste	 Platinkonzentration,	 weist	 gleichzeitig	 jedoch	
eine	hohe	Streuung	der	Werte	auf.	Dennoch	muss	diskutiert	werden,	ob	das	Peptid	Ausscheidungs-














lich	 in	 der	 konjugierten	 Form	 verzeichnet	 werden.	 Der	 freie	Wirkstoff	 (Gruppe	 2)	 zeigt	 signifikant	
niedrigere	Platinkonzentrationen	im	Mittelwert	3,7	±	0,98	µg/g.		
	










es	 entgegen	 seines	 Konzentrationsgradienten	 gespeichert	 wird.	 Die	 Cisplatinkonzentration	 ist	 im	
Epithel	der	proximalen	Tubuli	fünfmal	so	hoch	wie	im	Plasma	[96,	97].	Unterschiedliche	Schädigungs-
mechanismen	 Cisplatins	 führen	 zu	 Zellschädigungen	 und	 tubulären	 Dilatationen	 durch	 Kollagen-
einlagerungen.	 Die	 mikroskopischen	 Aufnahmen	 der	 NephroGuard-Studie,	 sieben	 Tage	 nach	 Cis-


















































die	 unter	 bestimmten	 Bedingungen	 (niedrigem	 Fluss,	 hohen	 Salzkonzentrationen,	 niedrigem	 pH-
Wert,	etc.)	denaturieren	und	ausfallen.	Im	Glomerulum	können	hingegen	keine	signifikanten	Verän-




Abbildung	 49:	Mikroskopische	Aufnahmen	des	Nierencortex	 (400-fach)	 eines	 Tiers	 aus	 den	 jeweiligen	Gruppen,	 sieben	





nen	 auch	 hier	 tubuläre	Dilatationen	 ermittelt	werden,	 jedoch	 liegen	 nur	minimale	 Veränderungen	
der	 gewebsspezifischen	 Strukturen	 vor.	 Eine	 geringere	 Schädigung	 des	 Gewebes	 im	 Vergleich	 zu	
Gruppe	2	zeigt	Gruppe	3	(Cisplatin	+	Carrier).	Nur	geringe	Vergrößerungen	des	Tubuluslumen	können	
im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 festgestellt	 werden,	 keine	 Kollagenablagerungen	 sind	 ersichtlich.	
Gruppe	4	(Cisplatin	+	LA-Konjugat)	hingegen	zeigt	verstärkte	Kollagenablagerungen	im	interstitiellen	
Raum	und	 teilweise	deuten	die	 losgelösten	 tubulären	Strukturen	auf	eine	akute	Nekrose	hin.	Den-
noch	 können	 im	Vergleich	 zu	Gruppe	1	 geringfügigere	 Schädigungen	der	 Cisplatingabe	 identifiziert	




















Abbildung	 50:	Mikroskopische	Aufnahmen	des	Nierencortex	 (400-fach)	 eines	 Tiers	 aus	 den	mit	 Carvedilol	 behandelten	















Die	 Ergebnisse	 der	 quantitativen	 Auswertung	 des	 Nierencortexes	 stimmen	 mit	 den	 einzelnen	 Be-
obachtungen	der	Organschnitte	überein	(Abbildung	51).	Gruppe	1,	die	lediglich	eine	Glucose-Lösung	







wird.	 Die	 Carvedilol-Behandlungen	mit	 unterschiedlichen	Dosen	 sowie	 in	 konjugierter	 Form	 zeigen	





















































turen	wie	 in	der	äußeren	Medulla.	Die	Gabe	von	Cisplatin	 (Gruppe	1)	 löst	auch	 im	 inneren	Bereich	
der	Medulla	 starke	Alterationen	 aus,	 die	 durch	 ausgeprägte	 Kollagenablagerungen	 ersichtlich	wer-


























































neben	 den	 enormen	 Kollageneinlagerungen	 erhöhte	 Dilatationen	 der	 Tubuli	 sowie	 verstärkte	
Desquamationen	 des	 tubulären	 Epithels	 auf	 (Abbildung	 54).	 Zusätzlich	 sind	 30	 Tage	 nach	 Cis-
platinapplikation	 atrophische	Glomeruli	 zu	 beobachten,	 dessen	 spezifische	 Strukturen	Alterationen	
















































































Rahmen	dieser	 Studie	 verwendeten	Wirkstoffe,	 frei	 und	 konjugiert	 1:1	mit	Cisplatin	 vermengt	und	
bei	 37	 °C	 in	 HEPES-Puffer,	 pH	 =	 7,2	 für	 30	 Minuten	 inkubiert.	 Eine	 detaillierte	 Durchführungsbe-





Anders	 hingegen	 verhält	 sich	die	 Inkubation	mit	 der	 Liponsäure	und	dem	 Liponsäure-Konjugat	 (9).	













men.	 Es	 ist	 bereits	 literaturbekannt,	 dass	 es	 unter	 der	 Abspaltung	 eines	 Chloridions	 des	 Cisplatin-
Moleküls	 zu	einer	Platin-Thiol-Anbindung	kommen	kann.	 Studien	mit	 thiolhaltigen	Substanzen,	wie	
GSH	oder	N-Actelycystein	konnten	diese	Substitution	des	Cisplatin-Moleküls	bereits	feststellen	[210].	
Gleichzeitig	entsteht	aus	dem	Prodrug	Cisplatin	im	wässrigen	Medium	unter	Austausch	der	Chlorid-
ionen	 mit	 Wasser	 ein	 wesentlich	 reaktivere	 Form	 des	 Zytostatika	 [Pt(NH3)2Cl(OH2)]+	 oder	
[Pt(NH3)2(OH2)2]2+,	wobei	das	Platinatom	eine	höhere	Elektrophilie	entwickelt.	In	Folge	dessen	entste-
hen	bei	Vorhandensein	von	Nukleophilen	wie	 freien	Thiolen	oder	Aminen	bereits	unter	physiologi-
schen	 Bedingungen	 Platin-Nukleophil-Verknüpfungen.	 Genau	 dieser	 Mechanismus	 liegt	 auch	 der	
Genotoxizität	 des	 Zytostatikums	 zu	 Grunde,	 der	 in	 Kapitel	 1.6	 näher	 erläutert	wird.	 Da	 durch	 den	
Chloridaustausch	 eine	 höhere	Reaktivität	 entsteht,	 ist	 die	 relative	Häufigkeit	der	 Fragmente	m/z	 =	
934,37	 [M+2H]2+,	 die	 einen	 Austausch	 des	 Chloridions	 aufweisen	 im	 Massenspektrum	 wesentlich	
höher	als	das	Fragment	m/z	=	1884,	76	[M+1H]+,	die	kein	augetauschtes	Chloridion	aufweisen.		











riers	 (KKEEE)3K-NH2	 (1)	 in	 die	 Nieren	 zu	 gewinnen.	 Die	 Ergebnisse	 der	 immunhistochemischen	Un-
tersuchungen	zeigten,	dass	sich	das	Peptid	innerhalb	einer	Stunde	nach	intravenöser	Applikation	spe-
zifisch	im	Nierencortex	anreichert.	Unter	vergrößerter	Ansicht	konnte	eine	spezifische	Akkumulation	









Versuche	die	 renale	Aufnahme	des	 Peptids	Octreotid,	 das	 literaturbekannt	 über	Megalin	 internali-
siert	und	in	die	proximale	Tubuluszellen	aufgenommen	wird	[177,	213],	durch	simultane	Zugabe	von	
(KKEEE)3K-NH2	 (1)	 zu	 reduzieren,	 zeigten	 eine	 deutliche	Abnahme	der	 renalen	 Resorption	 [35].	 Die	
Ergebnisse	 deuten	 auf	 eine	 kompetitive	Anbindung	 der	 Peptide	 an	 den	Megalin-Rezeptor	 hin.	 Aus	
den	Daten	kann	geschlussfolgert	werden,	dass	der	Carrier	(KKEEE)3K-NH2	(1)	zu	einem	Großteil	über	











apikale	 Seite	 nach	Anbindung	 an	den	Megalin-Rezeptor	 in	 die	 proximalen	 Tubuluszellen	 endozyto-










des	 Carriers	 über	 eine	 5	 kDa-PEG-Kette	 konnte	 trotz	 erheblicher	 Veränderung	 der	molaren	Masse	
keine	 signifikante	 Veränderung	 der	 Spezifität	 oder	 der	 Pharmakokinetik	 beobachtet	 werden.	 Die	





























Das	 Mimetikum	 125I-NTyr(NLys-NLys-NGlu-NGlu-NGlu)2NLys-NH2	 (23)	 zeigte	 vergleichbare	 Eigen-
schaften	wie	der	Carrier	 125I-y(KKEEE)3K-NH2	(3):	Eine	rasche	Akkumulation	 in	den	Nieren	mit	hoher	












Peptoids	 kein	 Abbau	 in	 den	 Zellen	 erfolgen	 konnte,	 was	 ggfs.	 eine	 Inhibierung	 von	 Rezeptor-
Recycling-Prozessen	zur	Folge	hatte.	Daraufhin	kam	es	möglicherweise	zu	einer	Rezeptorabsättigung,	












Allerdings	 konnte	 keine	 Freisetzung	 des	Wirkstoffs	 beobachtet	 werden,	 was	 vermutlich	 durch	 die	
stabile	Wirkstoff-Carrier-Verknüpfung	 bedingt	 war.	 Für	 nachfolgende	 Versuche	 sollten	 labile	Wirk-
stoff-Peptoid-Verknüpfungen	 gewählt	 werden,	 die	 unabhängig	 von	 proteolytischen	 Enzymen	 eine	
Freisetzung	des	Wirkstoffs	ermöglichen.	
Trotz	 erhöhter	 Stabilität	 gegenüber	 proteolytischem	Abbau,	 ähnlich	 hoher	Nierenspezifität	 und	 ei-
nem	 erfolgreichen	Wirkstofftransport,	 wurde	 die	 Verwendung	 des	 peptoidischen	 Carriers	 (23)	 im	








kommen.	 Ziel	 dieser	Untersuchungen	war	 es	 den	 Einfluss	 unterschiedlicher	 parenteraler	 Applikati-
onsrouten	auf	die	Pharmakokinetik	des	Carriers	zu	ermitteln.	Bei	mehrfacher	Verabreichung	werden	
für	 Tierversuche	 subkutane	 Injektionen	 beispielsweise	 gegenüber	 i.v.-Gaben	 bevorzugt.	 Zum	einen	










































Liponsäure	 Amid	 Amid	 n/a	
Carvedilol	 Carbamat	 Thioester	 1,4	h	
Silybin	 Ester	 Amid	 2,5	h	




sung	der	 pharmakologischen	 Effektivität	 des	Wirkstoffs	 durch	die	 gewählte	 Form	der	Verknüpfung	
ausgeschlossen	werden	[185].	Des	Weiteren	sind	die	beiden	Schwefelatome	der	Liponsäure	für	de-













den,	 dass	 die	 gewählte	 Amid-Verknüpfung	 eine	 ausreichende	 Stabilität	 für	 den	 Transport	 der	 α-
Liponsäure	in	die	proximalen	Tubuli	aufweist.	Eine	Reihe	von	Studien	zeigte	eine	hohe	Stabilität	der	
Amidbindung	im	Plasma	und	bei	unterschiedlichen	pH-Bedingungen	[42,	220,	221].	Radiomarkierun-
gen	 des	Wirkstoffs	 zeigten	 zudem	 einen	 spezifischen	 Transport	 der	 Liponsäure	 in	 die	Nieren	 nach	
Konjugation	an	den	Carrier	(KKEEE)3K-NH2	(1).	Selbst	nach	einer	intraperitonealen	Verabreichung	des	
Konjugats	konnte	eine	spezifische	Anreicherung	des	Wirkstoffs	in	den	Nieren	detektiert	werden,	was	









deswegen	 kein	 freier	Wirkstoff	 ermittelt	 werden,	 da	 das	 freigesetzte	 Carvedilol	 sofort	 an	 Plasma-
proteine	anbindet	und	diese	vor	der	Analyse	des	Aliquots	ausgefällt	werden.	Zur	Bestätigung	dieser	
Annahme	sind	jedoch	weitere	Analysen	der	Plasmaproteine	notwendig.	
Bei	 einer	 Plasmahalbwertszeit	 von	 1,1	 Stunden	 im	 Rattenplasma	 kann	 unter	 Berücksichtigung	 der	
Pharmakokinetik	des	Konjugats	(Abbildung	31)	von	einer	ausreichenden	Stabilität	 für	einen	nieren-
spezifischen	Wirkstofftransport	ausgegangen	werden.		
Laut	 Literatur	 zeigen	 Ester-Verknüpfungen	 im	Vergleich	 zu	 Carbamat-	 und	 Carbonat-Verbindungen	
geringere	hydrolytische	Stabilitäten	[60,	222-224].	Jedoch	wurde	beim	Silybin-Konjugat	(13),	das	über	
eine	Ester-Verknüpfung	an	den	Carrier	konjugiert	wurde,	eine	Halbwertszeit	von	2,5	Stunden	im	Rat-
tenplasma	 ermittelt.	 Die	 ist	 ein	 mehr	 als	 doppelt	 so	 hoher	 Wert	 im	 Vergleich	 zur	 Carbamat-Ver-
knüpfung	des	Carvedilol-Konjugats	(12).	Das	Linker-Design	des	synthetisierten	Silybin-Konjugats	(Es-










giert.	Die	Wirkstoff-Linker-Vorstufe	wurde	 anschließend	über	 eine	 stabile	 Triazol-Verknüpfung	mit-
tels	 kupferkatalysierter	 Klick-Reaktion	 (CuAAC)	 spezifisch	 an	 den	 Carrier	 gebunden.	 Laut	 Literatur	
weisen	Carbonate	unter	physiologischen	Bedingungen	höhere	 Stabilitäten	als	 Ester-Verknüpfungen	







kungsbeziehungen	ermittelt	werden,	 sodass	das	Konjugat	mit	dem	entwickelten	 Linker-Design	 (14)	
für	die	weiteren	Versuche	nicht	weiter	berücksichtigt	wurde.		







spiel	 Phenolen,	 erzielt	werden	 [226].	Die	 verwendeten	Spacer	 spielen	deshalb	bei	 der	 Entwicklung	
eines	Wirkstoff-Carrier-Konjugats,	gerade	in	Bezug	auf	den	elementaren	Aspekt	der	Freisetzung	des	
Wirkstoffs,	 ebenso	 eine	 bedeutende	 Rolle.	 Grundsätzlich	 ist	 es	 deswegen	 schwierig	 Verbindungen	
nach	ihrer	Stabilität	zu	ordnen,	was	dennoch	in	der	Literatur	verbreitet	vorliegt	[42,	226].	Auch	die	im	
Rahmen	 dieser	 Arbeit	 ermittelten	 Stabilitäten	 der	 Verknüpfungen	 widersprachen	 der	 erwarteten	
Stabilitätsrangfolge	 der	 Verbindungen	 aus	 der	 Literatur	 (Ester<Carbonat<Carbamat<Thioether).	 In	



















Um	einen	 nierenspezifischen	 Transport	 der	Wirkstoffe	 nach	 Konjugation	 an	 den	Carrier	 (KKEEE)3K-
NH2	 (1)	bestätigen	zu	können,	wurden	 in	vivo	szintigraphische	Studien	durchgeführt.	Dafür	wurden	





spezifische	Akkumulation	 in	 der	 Leber,	was	 im	 Einklang	mit	 pharmakokinetischen	Untersuchungen	



















Carriers	 trotz	 multipler	 Wirkstoffbeladung	 im	 Vergleich	 zum	 „nackten“	 Carrier	 konnten	 ermittelt	
werden.	 Die	 multiple	 Beladung	 des	 Carriers	 erlaubt	 eine	 weitere	 Steigerung	 der	 Dosis-Wirkungs-
Beziehung	und	verdeutlicht	die	außergewöhnlichen	Eigenschaften	des	Peptids	als	nierenspezifischen	
Carrier.	
Die	 Distribution	 des	 Liponsäure-Konjugats	 nach	 intraperitonealer	 Applikation	 zeigte	 zunächst	 eine	
längere	Verweilzeit	des	Konjugats	im	Intraperitonealraum	des	Tieres,	nach	30	Minuten	konnte	jedoch	
eine	Anreicherung	 in	den	Nieren	detektiert	werden,	während	die	Aktivität	 im	Bauchraum	abnahm.	
Trotz	 der	 längeren	 Verweildauer	 im	 Intraperitonealraum	 konnten	 die	 Aufnahmen	 einen	 nieren-






stützt	 die	 Ergebnisse	 der	 szintigraphischen	 Untersuchung.	 Die	 Markierung	 des	 Carvedilols	 erfolgt	
über	 ein	 Iodnuklid,	 was	 ein	 potentielles	 Substrat	 für	 Deiodinasen	 darstellt.	 Vermutlich	 kommt	 es	
durch	die	Abspaltung	des	 Iods	zu	einer	breiteren	unspezifischeren	Verteilung	an	Aktivität	 im	Abdo-
men	 im	Vergleich	 zum	unbeladenen	Carrier.	Die	quantitativ	höchsten	Mengen	an	Aktivität	 sind	 je-
doch	spezifisch	in	den	Nieren	des	Tiers	zu	sehen.		
Des	Weiteren	zeigen	die	Szintigramme	nur	geringe	Mengen	an	Aktivität	in	der	Blase,	was	daraufhin	













Tiers	 ansammelt.	 Um	 fundierte	 Aussagen	 treffen	 zu	 können,	 werden	 jedoch	 weitere	 pharmako-
kinetische	Untersuchungen	benötigt,	im	besten	Falle	mit	einer	stabilen	13C	oder	14C-Markierung.		
Der	Wirkstoff	 Silybin	 zeigt	nach	 intravenöser	Applikation	eine	 spezifische	hepatische	Anreicherung.	
Die	Markierung	von	Silybin	wurde	ebenso	über	eine	nukleophile	125Iodsubstitution	durchgeführt.	Da	
mehrere	 Anbindungsstellen	 für	 die	 Iodanbindung	 in	 Frage	 kommen,	 besteht	 die	Möglichkeit	 einer	
mehrfachen	 Iodierung	pro	Molekül.	Eine	Studie	von	Skottova	et	al.	zeigte	die	pharmakokinetischen	
Profile	eines	über	14C-markierten	Silybins	im	Vergleich	zu	dem	iodierten	Wirkstoff.	Es	konnte	kein	Ein-





des	Wirkstoffs	 konnten	 gleichzeitig	 größere	Mengen	Aktivität	 im	oberen	Abdomen	detektiert	wer-
den.	Eine	genaue	Zuordnung	ist	dabei	nur	schwer	möglich.	Im	Vergleich	zu	den	anderen	Konjugaten	















Die	 Ergebnisse	 der	 Verteilungsstudien	 bestätigten	 für	 alle	 untersuchten	 Wirkstoffe	 einen	 nieren-














Ziel	 der	 folgenden	 Studien	 war	 die	 cisplatininduzierte	 Nephrotoxizität	 durch	 die	 Gabe	 protektiver	
Substanzen	zu	senken.	Dazu	wurden	bereits	 im	Vorfeld	unterschiedliche	Wirkstoffe	ausgewählt,	die	
in	publizierten	präklinischen	Studien	eine	protektive	Wirkung	auf	die	Nierenfunktion	erzielen	konn-
ten.	 Diese	 Wirkstoffe	 wurden	 über	 unterschiedliche	 Strategien	 an	 den	 nierenspezifischen	 Carrier	
(KKEEE)3K-NH2	 (1)	 konjugiert.	Die	 in	 den	 folgenden	 Versuchen	 verwendeten	 Konjugate	wiesen	 alle	
eine	ausreichende	Stabilität	auf	und	konnten	durch	den	Carrier	alle	spezifisch	in	die	Nieren	transpor-
tiert	werden.	Durch	 das	Targeting	 soll	 eine	 verbesserte	Dosis-Wirkungs-Beziehung	 im	Vergleich	 zu	
den	 „nackten“	 Wirkstoffen	 in	 den	 folgenden	 Studien	 gezeigt	 werden.	 Hintergrund	 des	 Wirkstoff-
Targetings	ist	es	eine	Beeinträchtigung	der	anti-neoplastischen	Wirkung	Cisplatins	durch	die	simulta-
ne	Gabe	der	protektiven	Substanzen	auszuschließen.		















































suchten	 Parametern	 im	Vergleich	 zu	Gruppe	 2,	 die	 als	 Vehikel	NaCl	 injiziert	 bekam.	Gruppe	 1,	 die	
keine	weiteren	Applikationen	erhielt,	also	keine	zusätzliche	Flüssigkeitszufuhr,	 lag	bezüglich	der	er-
mittelten	Nierenfunktionsparameter	zwischen	den	beiden	anderen	Gruppen.		






ermittelten	 Nierenfunktionsparametern	 auf.	 Während	 bei	 einigen	 Tiere	 eine	 Genesung	 detektiert	









Der	 Fokus	 dieses	 schnellen	 24-Stunden-Modells	 lag	 in	 der	 Ermittlung	 der	 Wirksamkeit	 der	 ver-
wendeten	Wirkstoffe	auf	die	Cisplatin-Ausscheidung	sowie	deren	antioxidative	Wirkung	in	der	Niere	






Stunden	nach	Cisplatingabe	bestätigt	werden.	Gruppe	4,	 die	 als	 Therapiesubstanz	 das	 LA-Konjugat	
(9)	appliziert	bekam,	wies	als	einzige	Gruppe	im	Vergleich	zu	allen	anderen	Gruppen	eine	signifikant	
höhere	Cisplatin-Konzentration	von	30,3	µg/g	auf.	Der	nackte	Wirkstoff	Liponsäure	zeigte	hingegen	
keine	 erhöhte	 Platinkonzentration	 in	 den	 Nieren,	 sodass	 die	 erhöhte	 Platinkonzentration	 mit	 der	
nierenspezifischen	 Anreicherung	 des	 LA-Konjugats	 in	 Zusammenhang	 stehen	 muss.	 In-vitro-Unter-
suchungen	 zur	 Metabolisierung	 Cisplatins	 zeigten,	 dass	 es	 unter	 physiologischen	 Bedingungen	 zu	
Konjugationen	Cisplatins	mit	dem	LA-Konjugat	(9)	unter	Abspaltung	eines	Chloridions	kommt	(Kapitel	
3.6.4).	Vermutlich	entstehen	dabei	spontane	Anbindungen	Cisplatins	mit	den	freien	Thiolen	der	Lip-








Nieren	durch	den	Carrier,	was	die	 Erhöhung	der	Platinkonzentration	 im	Vergleich	 zu	den	weiteren	
Substanzen	erklären	würde.	
Interessanterweise	zeigte	die	Liponsäure	selbst	nicht	die	gleichen	Formationen	mit	Cisplatin,	wie	die	





Thiols	 [90].	Da	die	Kopplung	der	 Liponsäure	am	N-Terminus	des	Carriers	durchgeführt	wurde,	 liegt	
potentiell	eine	positive	Ladung	des	benachbarten	Lysins	vor,	was	somit	eine	Pt-Thiol-Anbindung	be-
günstigt.	 Dennoch	 ist	 das	 Potential	 einer	 Cisplatin-Konjugation	 bei	 der	 Liponsäure	 im	 Vergleich	 zu	




Die	 Liponsäure	 weist	 nach	 intraperitonealer	 Gabe	 eine	 spezifische	 Anreicherung	 in	 der	 Leber	 auf	
(Abbildung	27).	Aufgrund	der	erwähnten	potentiellen	Anbindung	Cisplatins	an	den	freien	Wirkstoff	
Liponsäure,	 hätte	 es	 im	 Rahmen	 der	 Versuche	 zu	 einer	 erhöhten	 Aufnahme	 Cisplatin-Liponsäure-
Konjugat	 in	 der	 Leber	 führen	 können,	 was	 über	 eine	 erhöhte	 Platinkonzentration	 in	 der	 Leber	
detektierbar	wäre.	 Jedoch	 zeigten	 die	 Platinkonzentrationen	der	 Leber,	 24	Stunden	nach	Cisplatin-
Injektion,	 keine	 signifikanten	 Unterschiede	 zu	 den	 anderen	 Gruppen.	 Die	 Werte	 waren	 im	
Durchschnitt	sehr	viel	geringer	als	die	ermittelten	Platinkonzentrationen	der	Niere.	Im	Vergleich	zum	
Kontrollwert	 von	 <	0,01	µg/g	 konnten	 dennoch	 auch	 in	 der	 Leber	 erhöhte	 Platinkonzentrationen	
festgestellt	werden.		
Des	Weiteren	wurden	 die	 GSH-Konzentrationen	 der	 Organhomogenisate	 bestimmt,	 um	 einen	 Ein-
druck	 über	 den	 oxidativen	 Stress	 der	 Zellen	 zu	 erhalten.	 Bei	 der	 Betrachtung	 der	 GSH-
Konzentrationen	der	Niere	weist	lediglich	Gruppe	8,	die	mit	Carvedilol-Konjugat	(8)	behandelt	wurde,	
als	einzige	signifikant	höhere	GSH-Konzentration	 im	Vergleich	zu	den	Gruppen	1,	3,	4,	5	und	7	auf.	
Die	 vergleichsweise	 höheren	 GSH-Konzentrationen	 deuten	 auf	 einen	 geringeren	 oxidativen	 Stress	
hin,	den	die	Zellen	ausgesetzt	waren	und	bestätigen	damit	die	antioxidative	Wirkung	Carvedilols.	Da	
ein	 signifikanter	 Unterschied	 zu	 dem	 freien	 Wirkstoff	 (0,98	µmol/g	±	0,32	 vs.	 0,28	µmol/g	±	0,04)	
ermittelt	wurde,	 deutet	dies	 auf	 einen	Targeting-Effekt	 hin.	Durch	die	Konjugation	 an	den	Carrier,	




(Liponsäure	 und	 Silybin)	 konnten	 jedoch	 diesen	 Targeting-Effekt	 nicht	 bestätigen,	 wobei	 die	 über	
Silybin-behandelten	Gruppen	 (Gruppe	5	und	6)	eine	vergleichbare	Tendenz	aufweisen.	Dennoch	 ist	









doch	 konnten	 keine	 signifikanten	 Unterschiede	 in	 allen	 Gruppen	 untereinander	 ermittelt	 werden.	
Gleichzeitig	sind	die	Varianzen	 innerhalb	der	Gruppen	durchgängig	klein,	sodass	die	Ergebnisse	 ins-
gesamt	aussagekräftiger	sind.		








an	 das	 LA-Konjugat	 kam,	 woraufhin	 ein	 nierenspezifischer	 Transport	 in	 die	 Nieren	 stattgefunden	
haben	muss.	Alle	weiteren	Gruppen	konnten	im	Vergleich	zur	unbehandelten	Gruppe	1	keine	Unter-











teln	 zu	 können.	 Das	 Studiendesign	 richtete	 sich	 bezüglich	 des	 ausgewählten	 Tiermodells,	 den	 ver-
wendeten	 Dosen	 sowie	 Applikationsrouten	 und	 –zeitpunkten	 nach	 Nephrotoxizitäts-Modellen	 aus	





















in	 die	 proximalen	 Tubuli	 erfolgt	 dabei	 wohlmöglich	 über	 den	 Aufnahmemechanismus	 des	 peptidi-
schen	 Carriers.	 Zusätzlich	 wird	 ungebundenes	 Cisplatin	 über	 den	 organischen	 Kationentransporter	
(OCT2)	und	den	Kupfertransporter	1	 (Ctr1)	 in	die	Zellen	aufgenommen.	Beide	Transporter	 sind	auf	
















oxidativer	 Enzymkomplexe	 stimulieren.	 Glutaminsäure	 wird	 zum	 Beispiel	 intrazellulär	 zu	 Glutamin	
metabolisiert	[236],	das	wiederum	ein	Baustein	des	körpereigenen	Antioxidans	Glutathion	ist.	Aktuell	




freien	 und	 konjugierten	 Fall	 im	 Vergleich	 keine	 signifikanten	 Unterschiede	 bezüglich	 des	 Platinge-
halts.	Rodrigues	et	al.	konnten	in	ihren	Studien	mit	Carvedilol	bereits	postulieren,	dass	die	Gabe	des	






Um	unabhängig	 von	der	 Platinkonzentration	 einen	 protektiven	 Effekt	 der	Wirkstoffe	 ermittelen	 zu	
können,	wurden	die	Nierenfunktionsparameter	 Serum-Kreatinin	und	 Serum-Harnstoff	 im	 zeitlichen	
Verlauf	 bestimmt.	Dabei	 zeigten	beide	Parameter	 sieben	 Tage	nach	Cisplatin-Injektion	die	 größten	
Streuungen	der	Gruppen	untereinander.	Während	bei	Gruppe	1	 (Cisplatin	+	Vehikel)	und	Gruppe	3	






innerhalb	 der	 Gruppe.	 Insbesondere	 ist	 hervorzuheben,	 dass	 Gruppe	 1	 (Cisplatin	 +	 Vehikel)	 trotz	




zum	 Kontrollwert	 aufweist.	 Dadurch	 ist	 eine	 Evaluierung	 des	 protektiven	 Effekts	 der	 behandelten	
Gruppen	im	Vergleich	zu	Gruppe	1	nicht	möglich.		
Im	Vergleich	zur	Literatur	erreichte	keine	Gruppe	weder	nach	vier,	noch	sieben	Tage	nach	Cisplatin-
Applikation	 eine	Normalisierung	der	 untersuchten	Parameter	 [135,	 137,	 161,	 166].	Wie	bereits	 er-
wähnt	und	auch	im	Rahmen	dieser	Arbeit	gezeigt,	konnte	durch	die	Applikation	von	Kochsalzlösung	





Auswirkungen	 haben	 können.	 Im	 Rahmen	 dieser	 Studie	 wurde	 den	 Versuchstieren	 beispielweise	
mehrfach	Blut	entnommen,	um	einen	Eindruck	der	Nierenfunktion	im	zeitlichen	Verlauf	zu	erhalten.	







enorm	 [238].	 Deswegen	 kann	 davon	 ausgegangen	 werden,	 je	 höher	 die	 intrazellulären	 Konzent-
rationen	 an	 Cisplatin	 und	 je	 länger	 dessen	 Verweilzeit	 in	 den	 Zellen,	 desto	 höher	 die	 induzierten	
renalen	Schädigung.		
Gruppe	3	(Cisplatin	+	LA-Konjugat)	zeigte	als	einzige	Gruppe	signifikante	Unterschiede	in	allen	ermit-
telten	 Parametern.	 Erhöhte	 Platinkonzentrationen	 resultierten	 in	 erhöhten	 Plasma-Kreatinin-	 und	
Harnstoffkonzentrationen,	die	 Indizien	 für	eine	 stärkere	 renale	Schädigung	 sind.	Das	Studiendesign	
sah	vor,	dass	jeweils	eine	Stunde	vor	und	nach	der	Cisplatingabe	eine	Applikation	erfolgt	und	zusätz-
lich	eine	weitere	in	den	vier	darauffolgendenTagen.	Da	nach	24	Stunden	von	einer	Eliminierung	Cis-









Die	 histologischen	Untersuchungen,	 sieben	 Tage	 nach	 der	 Cisplatingabe,	 zeigten	 die	 erwartete	 tu-
bulotoxische	Wirkung	 Cisplatins,	 besonders	 deutlich	 in	 Gruppe	 1	 (Cisplatin	 +	 Vehikel).	 Im	 Nieren-
cortex	 konnten	 unterschiedliche	 Zellschädigungen	 festgestellt	 werden	 sowie	 tubuläre	 Dilatationen	
durch	 Kollageneinlagerungen,	 was	 auf	 tubulointerstitielle	 Fibrose	 deutet.	 Zusätzlich	 wurden	 durch	
die	Färbung	Ablagerungen,	sogenannte	„casts“	im	distalen	Tubuluslumen	sichtbar,	die	stark	auf	eine	




Gewebes	 liefern.	 Da	 die	 Ursache	 von	 Kollageneinlagerungen	 Entzündungsprozesse	 sind,	 dient	 der	
Grad	an	fibrotischen	Gewebe	–	im	Vergleich	zum	Kontrolltier	–	als	Marker	der	Kondition	der	Zelle.	
Die	Ergebnisse	der	quantitativen	Auswertung	des	Nierencortexes	bei	Gruppe	1	(Cisplatin	+	Vehikel)	
zeigten	 im	 Vergleich	 zu	 allen	weiteren	 Gruppen	 die	 signifikant	 größten	 Kollagenablagerungen.	 Bei	
Gruppe	4	(Cisplatin	+	LA-Konjugat),	die	sonst	bei	den	anderen	Parametern	die	stärksten	Abweichun-
gen	vom	Kontrollwert	aufwies,	konnten	im	Schnitt	25	%	weniger	fibrotisches	Gewebe	im	Vergleich	zu	
Gruppe	 1	 ermittelt	 werden.	 Dennoch	 konnten	 auch	 hier	 signifikant	 höhere	 Schädigungen	 im	 Ver-
gleich	zu	allen	weiteren	Behandlungsgruppen	festgestellt	werden,	teilweise	bis	zu	75	%	im	Vergleich	
zu	Gruppe	3	(Carrier	+	Cisplatin).	Da	keine	signifikanten	Unterschiede	der	Kollageneinlagerungen	bei	
allen	 behandelten	 Gruppen	 (ausgeschlossen	 Gruppe	 4)	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 ermittelt	
werden	konnten,	kann	histologisch	von	einer	protektiven	Wirkung	der	Wirkstoffe	auf	die	nephrotoxi-
sche	Wirkung	 Cisplatins	 ausgegangen	 werden.	 Die	 Carvedilol-Behandlungen	 mit	 unterschiedlichen	
Dosen	sowie	in	konjugierter	Form	zeigten	auch	hier	untereinander	keine	signifikanten	Unterschiede.	



























kungen	der	Nierenfunktionen	 festgestellt	werden	 [100].	Um	die	 langfristigen	Auswirkung	des	Zyto-
statikums	zu	untersuchen,	wurden	Organschnitte	der	Nieren,	30	Tage	nach	der	einmaligen	Cisplatin-
gabe	durchgeführt	und	analysiert.	 Im	Vergleich	zu	7	Tage	nach	der	Cisplatingabe	erhaltenen	Daten,	




Da	 auch	 im	Rahmen	dieser	Untersuchung	 jeweils	 nur	 ein	 Tier	histologisch	untersucht	wurde,	 kann	
keine	 repräsentative	Aussage	über	die	Gruppe	getroffen	werden.	Um	die	 Ergebnisse	 zu	 validieren,	
werden	größere	Zahlen	an	Versuchstieren	benötigt.	Zusätzlich	wäre	interessant	zu	ermitteln,	ob	ein	
Zusammenhang	zwischen	der	Platinkonzentration	in	den	Nieren	und	den	langfristigen	Schädigungen	
des	 Nierengewebes	 besteht.	 Gegebenenfalls	 kann	 es	 durch	 die	 Anbindung	 Cisplatins	 an	 das	 LA-






















Im	 7-Tage-Modell	 wurde	 der	 Effekt	 der	 Behandlungen	 auf	 die	 Nierenfunktionsparameter	 Serum-
Kreatinin	und	Serum-Harnstoff	untersucht.	Hier	zeigten	weder	die	freien	Wirkstoffe,	noch	die	Konju-











Zwischen	 den	 übrigen	 getesteten	Wirkstoffen	 und	 deren	 Konjugate	 konnten	 in	 allen	 untersuchten	
Parametern	aufgrund	der	hohen	Varianzen	innerhalb	der	Gruppen	keine	signifikanten	Unterschiede	
ermittelt	werden.	 Tendenziell	 zeigten	 jedoch	 alle	 behandelten	 Gruppen	 niedrigere	Mittelwerte	 im	
Vergleich	zur	unbehandelten	Gruppe	in	allen	ermittelten	Parametern.	Überraschenderweise	wies	der	















Konventionelle	 Supportivmaßnahmen	 zur	 Senkung	 der	 Nephrotoxizität	 Cisplatins	 insbesondere	 bei	
der	Verwendung	höherer	Dosen	sowie	bei	kumulativer	Gabe	verbleiben	bis	dato	unbefriedigend.	Es	
bestehen	 Bedenken	 darüber,	 dass	 potentielle	Wirkstoffe	 bei	 systemischer	 Administration	 die	 anti-
neoplastische	Wirkung	Cisplatins	negativ	beeinflussen	können.	Nur	wenige	Ansätze	wurden	in	klini-
schen	 Studien	 weiterverfolgt.	 Das	 nierenspezifische	 Wirkstoff-Targeting	 mit	 Hilfe	 des	 Carriers	
(KKEEE)3K-NH2	 stellt	 eine	 attraktive	 Methode	 dar,	 um	 die	 Effektivität	 der	 protektiven	Wirkung	 zu	
erhöhen	und	Nebenwirkungen	der	systemischen	Gabe	von	Wirkstoffen	zu	verhindern.	Applikations-	
und	 Administrationsrouten	 sind	 bei	 zukünftigen	 Arbeiten	 zu	 optimieren,	 da	 sie	 einen	 erheblichen	
Einfluss	auf	die	Schutzwirkung	haben.	Da	antioxidative	Protektiva	weder	in	Konjugation,	noch	in	frei-










(Darmstadt),	 Modell	 433A,	 unter	 Verwendung	 der	 Fmoc/tBu-Strategie	 hergestellt.	 Je	 nach	 Syn-






werden	 jeweils	 automatisiert	 Leitfähigkeitsmessungen	 durchgeführt,	 um	 eine	 erfolgreiche	 Abspal-
tung	nachzuweisen	oder	ggfs.	Abspaltungsvorgänge	 zu	wiederholen.	Die	Schutzgruppen	der	 reakti-
ven	Seitenketten	der	Aminosäuren	variierten	je	nach	Synthesestrategie.	Folgende	Tabelle	liefert	eine	
Übersicht	 zu	 den	 verwendeten	 Aminosäuren	 mit	 der	 jeweiligen	 verwendeten	 Schutzgruppe.	 Alle	






















nalisiert	 ist.	 Zur	 Abspaltung	 wurde	 TFA/TIS/H2O	 im	 Volumenverhältnis	 95/2,5/2,5	 eingesetzt.	 Auf-




TFA	 in	DCM	und	 5	%	 TIS	 zur	 Abspaltung	 des	Harzes	 verwendet.	Nach	Abspaltung	 des	 Peptids	 von	

















führt.	Mischer	 und	 Injektor	 der	 Firma	 Knauer	 GmbH,	 sowie	 Pumpen	 (LaPrep,	 P130)	 und	 Detektor	






































Die	 jeweilige	Menge	 an	Aminobaustein	wurde	 in	 eine	 Kartusche	 abgefüllt	 und	 in	 gewünschter	 Se-
quenz	 in	den	Peptidsynthesizer	 gestellt.	Das	Kopplungsreagenz	DIC	 sowie	die	Bromessigsäure	wur-





Zum	 Test	 auf	 primäre	 Aminogruppen	 wurden	 einige	 wenige	 Harzkügelchen	 entnommen	 und	 mit	
Ethanol	gewaschen.	Danach	wurden	100	μl	Ninhydrinlösung	(50	mg/ml	Ninhydrin	in	Ethanol)	mit	100	
μl	einer	wässrigen	KCN-Lösung	 (2	%	einer	10	mM	wässrigen	KCN-Lösung	 in	Pyridin)	 zusammen	mit	










stammlösung	 in	Wasser	 hergestellt.	Wenn	 nötig,	 wurde	 DMSO	 zur	 besseren	 Löslichkeit	 zugesetzt.	
Anschließend	wurden	10	μl	dieser	Stammlosung	mit	20	μl	Phosphatpuffer	(0,25	M,	pH	7,4)	versetzt	
und	die	gewünschte	Menge	an	radioaktivem	Iod	hinzugegeben.	Zur	Markierung	wurden	5	μl	Chlora-
min-T	 (2	mg/ml	H2O)	 hinzugefugt.	Die	Reaktion	 erfolgte	 für	 30	 Sekunden	und	wurde	 anschließend	
mit	 10	 μL	 einer	 gesättigten	Methionin-Lösung	 gequencht.	 Nach	 der	Markierung	wurde	 das	 Peptid	
mittels	semi-präparativer	HPLC	(Chromolith	Performance	RP-18e-Säule,	100	×	4,6	mm)	aufgereinigt,	
um	das	überschüssige	 freie	 Iod	und	andere	Nebenprodukte	 zu	entfernen.	Zur	Trennung	wurde	ein	
linearer	Gradient	von	0,1	%	TFA	in	Wasser	auf	0,1	%	TFA	in	Acetonitril	in	10	Minuten	verwendet,	UV-
Absorption	=	214	nm,	 γ-Detektion.	 Zum	Schluss	wurde	das	 Lösungsmittel	 am	Rotationsverdampfer	
entfernt	und	das	markierte	Peptid	im	gewünschten	Puffer	aufgenommen.	Die	Markierungsausbeute	
nach	 der	 Reaktion	 bzw.	 die	 Reinheit	 des	markierten	 Peptids	 konnten	mittels	 HPLC	 charakterisiert	






































Serie	 1200)	 analysiert.	 Als	mobile	 Phasen	 diente	 0,1	 Vol.-%	 Ameisensäure	 in	 H2O	 und	 ACN,	 die	 in	
einem	linearen	Gradienten	von	0	%	auf	90	%	ACN	in	1,5	min	gefahren	wurden.	Weitere	Bedingungen:	
10	 µl	 Injektionsvolumen,	 Flussrate:	 0,9	mL/min,	 Säule:	 Chromolith	 FastGradient	 RP-18e,	 50	-	3	mm	
(Merck	KGaA,	Darmstadt).	Quantifiziert	wurde	über	die	Konzentration	der	Kontrollsubstanz	Propan-




Die	 In-vitro-Inkubation	 wurde	 in	 Anlehnung	 einer	 Studie	 von	 Townsend	 et	 al.	 durchgeführt	 [210].	
Jeweils	 1	ml	 Cisplatin	 (3,33	mM	 in	 0,9	%	NaCl,	 Apothekenlösung	 1mg/ml,	Uniklinikum	Heidelberg)	
wurde	äquimolar	mit	1	ml	der	 jeweiligen	Wirkstofflösung	 (3,3	mM	 in	5	mM	HEPES-Puffer,	 pH	7,2)	










System.	 Zur	Massenkalibrierung	 im	positiven	 Ionenbereich	wurde	 eine	Mischung	 aus	 Koffein,	 dem	













in	 einer	 3	ml	 Küvette	 vermischt	 und	 innerhalb	 von	 5	min	 gegen	 den	 Blindwert	 ohne	Homogenisat	
vermessen.	Die	photometrische	Bestimmung	erfolgte	bei	 einer	Wellenlänge	 von	412	nm	an	einem	
Cary-50-Photometer	 (Varian	 Medical	 Systems	 GmbH).	 Alle	 Messungen	 wurden	 in	 Dreifach-





























die	 zunächst	 entparaffinisiert	 und	 rehydratisiert	 wurden.	 Nachdem	 die	 Schnitte	 in	 einem	 Steamer	
(MultiGourmet,	Braun	AG)	in	Citratpuffer	(pH	=	6,	Dako	GmbH,	Glostrub,	Dänemark)	für	30	min	inku-
biert	 wurden,	 erfolgte	 eine	 Antikörperfärbung	 über	 den	 Primärantikörper	 (Rabbit-anti-FITC-
Antikörper	1:100,	 Invitrogen)	 für	ca.	12	h	bei	4	 °C.	Anschließend	wurden	die	Schnitte	mittels	TBS-T	
gewaschen	und	mit	einem	Sekundärantikörper	(Goat	anti-rabbit	IgG,	1:200,	Dako	GmbH)	für	40	min	
inkubiert.	Die	Schnitte	wurden	dann	mit	Peroxidase-Blocking-Lösungen	für	7	min	behandelt,	gefolgt	
von	 einem	Waschschritt	 über	 TBS-T.	 Daraufhin	 wurde	 eine	 Streptavidin-Peroxidase-Lösung	 (Strep-
tavidin-HRP,	 Dako)	 für	 25	min	 auf	 die	 Schnitte	 gegeben	 bevor	 die	 Färbung	 der	 Schnitte	 über	 eine	








Bei	 der	 Trichromfärbung	 werden	 drei	 verschiedene	 Farbnuancen	 (Dreifachfärbung)	 angewandt,	
wodurch	sich	die	unterschiedlichen	Gewebebestandteile	differenziert	darstellen	 lassen.	Für	die	Fär-




Lösung),	wobei	 nach	 5	min	 Inkubationszeit	 noch	 keine	Überfärbung	 stattgefunden	 hatte.	 Auf	 eine	
Wiederholung	 der	 Kernfärbung	 wurde	 verzichtet,	 da	 die	 darauffolgenden	 Färbungen	 mit	 sauren	


























angegeben.	 Die	 Signifikanz	 wurde	 mittels	 einfaktorieller	 Varianzanalyse,	 ANOVA	 getestet.	 Für	 die	
Evaluierung	auf	Varianzunterschiede	 innerhalb	der	Gruppe	wurde	anschließend	die	Turkey-Kramer-
























Ausbeute:	 	 	 640	mg,	(37	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 	M	=	1432,6	g/mol,	C60H105N17O23	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,31	min,	Reinheit:	99	%	(220	nm)	




















Ausbeute:	 	 	 600	mg,	(28	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2179,4	g/mol,	C90H155N25O35S	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,40	min,	Reinheit:	92	%	(220	nm)	

































Ausbeute:	 keine	 Abspaltung	 vom	 Harz,	 sodass	 keine	 Angaben	 über	 Ausbeute	
möglich	

























Ausbeute:	 	 	 50	mg,	(41	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2578,8	g/mol,	C114H172N26O40S	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,07	min,	Reinheit:	95	%	(220	nm)	


















Ausbeute:	 	 	 339	mg,	(62	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2264,6	g/mol,	C95H162N24O35S2	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,99	min,	Reinheit:	99	%	(220	nm)	











Ausbeute:	 	 	 330	mg,	(	55	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	1621,0	g/mol,	C68H117N17O24S2	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,94	min,	Reinheit:	99	%	(220	nm)	
















































Ausbeute:	 	 	 25	mg,	(20	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2753,0	g/mol,	C121H186N28O43S	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,99	min,	Reinheit:	96	%	(220	nm)	




















Ausbeute:	 	 	 50	mg,	(29	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2640,8	g/mol,	C116H174N24O46	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,03	min,	Reinheit:	99	%	(220	nm)	





















Ausbeute:	 	 	 29	mg,	(52	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	2452,7	g/mol,	C105H172N27O40	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,91	min,	Reinheit:	94	%	(220	nm)	









erneut	 auf	 pH	 7	 eingestellt.	 Anschließend	 wurde	 die	 klare	 Lösung	 unter	 Argon	 inertisiert.	 MPeg-
(5kDa)-ethyl-maleinimid	(n=112)	(52	mg,	0,01	mmol,	Merck	KGaA,	Darmstadt)	wurde	in	500	µl	PBS-
Puffer	gelöst	und	dem	in	1	ml	PBS-Puffer	(pH=	7)	vorgelösten	Peptid	hinzugegeben.	Die	Lösung	wur-




molaren	Masse	 des	 Produkts	 und	 der	 großen	 Anzahl	 an	 Fragmenten	 nicht	 möglich.	 Anschließend	
wurde	die	Lösung	lyophilisiert	und	über	präparative	HPLC	aufgereinigt.	
	
Ausbeute:	 	 	 9	mg,	(14	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	7277,1	g/mol,	C323H616N25O150	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,50	min,	Reinheit:	94	%	(220	nm)	














Lösung	 extrahiert.	 Die	 Ethylacetat-Phase	wurde	 darauf	 über	Natriumsulfat	 getrocknet,	 filtriert	 und	
am	Rotationsverdampfer	bei	40	°C	bis	zur	Trockenen	eingeengt.	
	
Ausbeute:	 	 	 2,23	g,	(74	%)	als	gelbes	Öl	
Analytische	Daten:	 	 M	=	303,4	g/mol,	C12H17NO4S2	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 2,19	min,	Reinheit:	95	%	(220	nm)	
















mit	 Liponsäureaktivester	 16,	 2138	 mg,	 7,05	 mmol,	 vorgelöst	 in	 130	 ml	 Aceton)	 versetzt	 und	 bei	
Raumtemperatur	gerührt.	Nach	ca.	3	h	Reaktionszeit	wurde	die	Lösung	mittels	0,1	N	NaOH-Lösung	





Ausbeute:	 	 	 4,14	g,	(103	%)	als	gelber	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	556,7	g/mol,	C29H36N2O5S2	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 2,39	min,	Reinheit:	93	%	(220	nm)	
























rührt.	Nach	 dem	Entfernen	 des	 Lösungsmittels	wurde	 die	 Substanz	 säulenchromatographisch	 über	
Kieselgel	 aufgereinigt:	 15	 g	 Kiselgel-60,	 als	 Laufmittel	 dienten	DCM/Methanol	 +	 0,1	Vol%	HOAc	 im	
Verhältnis	10:1.	
Ausbeute:	 	 	 65	mg,	(92	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	573,6	g/mol,	C31H31N3O8	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,73	min,	Reinheit:	98	%	(220	nm)	





















gewünschten	 Produkts	 bestätigte.	 Anschließend	 wurde	 die	 gelbe	 Suspension	 mittels	 Glasfritte	 fil-
triert	 und	 das	 Filtrat	 am	 Rotationsverdampfer	 eingeengt.	 Die	 Aufreinigung	 erfolgte	 über	 Flash-





Ausbeute:	 	 	 450	mg,	(31	%)	als	hell-gelber	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	582,5	g/mol,	C29H26O13	
	Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,88	min,	Reinheit:	84	%	(220	nm)	























Ausbeute:	 	 	 550	mg,	(111	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	248,2	g/mol,	C13H12O5	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 2,59	min,	Reinheit:	85	%	(220	nm)	































Ausbeute:	 	 	 30	mg,	(92	%)	als	farbloser	kristalliner	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	5169,1	g/mol,	C236H466N2O115	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,67	min,	Reinheit:	100	%	(220	nm)	
ELSD:		 	 	 	 1,7	min,	Reinheit:	100	%	









Die	 Synthese	 erfolgte	 nach	 einer	 Vorschrift	 von	 Beyer	 et	 al.	 [244].	 2-Hydroxyethylmaleinimid	 (500	
mg,	 3,54	mmol)	wurden	 in	 10	ml	 getrocknetem	DCM	gelöst,	mit	 Triphosgen	 (356	mg,	 1,20	mmol)	
versetzt	und	am	Rückfluss	und	Argon-Schutzgasatmosphäre	gerührt.	Nach	der	Zugabe	von	Triethyla-
min	(166	µl,	1,20	mmol)	wurde	der	Ansatz	72	h	bei	RT	gerührt.	Anschließend	wurde	das	Lösungsmit-
tel	 am	 Rotationsverdampfer	 entfernt	 und	 der	 Rückstand	 säulenchromatographisch	 über	 Kieselgel	
aufgereinigt:	Kieselgel-60,	70	g,	als	Laufmittel	dienten	Heptan/THF	2:1.		
	
Ausbeute:	 	 	 276	mg,	(38	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	203,6	g/mol,	C7H6ClNO4	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 1,24	min,	Reinheit:	85	%	(220	nm)	




















Ausbeute:	 	 	 20	mg,	(28	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	1432,6	g/mol,	C60H105N17O23	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,41	min,	Reinheit:	95	%	(220	nm)	

















Ausbeute:	 	 	 5	mg,	(31	%)	als	farbloser	Feststoff	
Analytische	Daten:	 	 M	=	1621	g/mol,	C68H117N17O24S2	
Retentionszeit	(HPLC-MS):		 0,99	min,	Reinheit:	85	%	(220	nm)	
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